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Diagnostic Data, Inc. 
in San Francisco (USA) 



Verfahren zur Stabiliaierung eines Proteins 



Die Erfindung bezleht siob auf ein Verfahren aur 

Stabiliaierung eines geaKO Stamapatent Hr 

(Patentanaeldung B 89.232 IV a/30h) erbaltlicben Proteitti«Metalfc- 
-Cbelates, dessen Protein ein Protein vom Globulintyp i»t, i* 
seiner Struktur o6-belioal 1st und keine antigenetlsche Virkuag 
zeigt. Die Stabilisierung kann ait Sucrose Oder elnea anderen 
Saccharid vorgenoaaen werden. 
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Dm 1m Stanpattat Wr. »,*•*• deflnierte Protein 

bzv« das in elnea Proteln-Metall~Chelat enthaltene Protein 
1st •in sobranbenfBralg anfgebantes Protein a, air* sohelnen a»~ 
nindest SO % deeselben sohranbenftfralge Konflguratlon an besltsta. 
Bel Bestinumg dor optleohen Drehung zelgt dae Protein einen 
d utliohen Cotton-Ef fekt, vas dareuf blndeutet, dafl vorviegend 
sine 06-Sehraube to rl left (siehe Bloat, "Polypeptides and 
Pr tolas", Kapltel 17, DJ eras si Bdltor,MoGrei#-Hlll Pab Habere 
I960)* Dlese sebranbenfOrnlge Strnktur, welobe Vorauasetsunc 
let fttr die phamak ologlsoh e n Eigea ochaf ton dea erflndan£sgeailB 

rbaitlleben Proteins eobeint anf den nledrlgen Anteil, a. sit, 
* nlger ale 15 % and vabrsehelnllob 13 % "kettenabbreebenden" 
AalnosKurereeten, vie Serin, Threonin, Prolln, Isoleaoln and 
Cyetein^der insgesant Tor 1 legend en Aalnos&nrereste zurttokzu- 
ftibren za sain* 

Die darcbschnittllche El eaen tar analyse des Proteinobelate 
lantet* 50,02 % C, 7,92 % H, 25,55 % 0 f 15,26 % K, 0,43 % S, 
0,00 % P f <i % Asohe. Der Stiekstof fgebalt gea&J! dieeer 
Elanentaranalyse liegt etvas niedriger als der typieoher Protelne, 
was darauf blndeatet, daO la erfindungsgeaHO laollerbaren Preteln 
aneb Hleht-Protelne entbalten sind. Diese Tatsaobe wird dure* 
aater Vervendnng eines Jod-Sohiff Indlkators (lodo-Sohiff etala) 
dnrobgefUbrter Gelaohelben-Elektrophorese bestMtlgt* Hach s sorer 
Rydrolyae des Proteins durobgefUhrte Priifungen ait Zuokerreagan~ 
tl n vols n an* di Anves nb it t n twa 4 bis 5 % Kohl hydra t, 
b r bn t als Gink s t hin t we lob s aabrs belnll b eovalent m> 
das Prot in g band n 1st, 
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Bai d r Oaaehr aato graph la and der Elektropaoraaa Mlgt 

■ich, daO das rilndungag *&D la 11 rt *rot In kein I*f©- 
-Fr t in iat, d.h. dafl ea weniger ala 0,01 % Lip ld-Fh epaor, 
w nig r ala 0,1 t Chlo atarin und weniger ala 0,05 % Galokta- 
llpold en t halt and daO waeaerloallohe Glyko-Lipoide nioht naoh- 
welabar aind. 

Das Molekulargewiebt daa erflndungagaattfi iaollarbaren 
Protalnohalata betragt etwa ^3*000^(32600) - 10 % via 
28500 - to %. Aui diaaai Moleknlargavlobt basogen and unter 
Berliokalchtlgang^lea Asohagehaltaa Ton 0,3 % anthill t dlaaaa 
Protelnohelat lnagaaant 205 Ma 2*3 AninoBtarereate and etwa 
2 bla k g-Atoa Matalla pro Mol. Dieaea Molekulargevlobt erglbt 
alofa auf oanotlaohea Wage, ana dan Aainoeaurenprof il and daroh 
Gelf titration aaf elner nit Sephadex G-200 (Pharaaela, Ino.) 
ga full ten Kolonne nit 90 on HBhe und 2,5 on Durohaeaeer nnd 
Blaieren nit pbyaiologiaober Koohsalzl &aung und alnaai Pboa- 
phatpuffer (pH 7,4), wobel unter Verwendung Ton Rlbonuoleaae, 
Chyaotrypsln, Albuain und ^Globulin ala Vergleiohaatandard 
gaarbeltet vlrd. In diesen Molekulargewioht aind die 4 bla 5 % 
Coblebydrat sltbertiekaichtigt. 

Die Analyse der Anlnoaauren ergibt, daO daa erfindangageaaA 
laollerbare Protein Ton alien weaentlichen AninoaMuren anfgebant 
iat. Be iat la weaentlichen frei Von Cyatein und anderen aohwef 1- 
haltlgen Gruppen, d.h. dafl as nur 0,5 bia i, aeiat 0,5 Cyatein- 
reate und 3 bis 4, neist 3 Methioninreate pro Mol und keine wel- 
teren scbvefelhaltigen Gruppen enth&lt. Daa erfindungagenan 
laoli rbare Prot in 1st beispi law ia hinaichtli h d9a Anino- 
Httur nprofils d utlich t rschi d n t n Katalaaa, Arginaaa and 
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and ran aktlren Proteinen* Eb bee list inen att0erge*Obnll h 
nledrigen Gebalt an Serin und Threonln una iwr llegen hi warn 
pro Kol etva 2 baa. 5» in der Regel 2 bis %, Beete tot. 
Vlesee Protein en t bit It ralobllcb baaleebe Aalnoettnren ud svar 
9 bia 11 Arginln-, 15 bla 18 Hiatidln- und 22 Ma 26 Lyelnreete* 
Dae erflndnngegeatta leollerbare Metal labalat einaa Protalna 
atelobnet el oh eoalt darofa ein ungevtthnlleb nledrlgaa TerblUtnla 
Ton Beaten aaurer Anlnosttnren so Beaten baaieober Aalnosturen 
ana und dlesee TerbM tills betrtfgt 0 9 565» Bel Proteinan (COg- 
~Anbydraae~B » Laoto~Globulln and Blnderleber*»Al burning welobe 
la Bebnen dea Bngar-Testea kelne nexmenewerte antllnflaaaatorleoh 
Wiricung zelgen iat dleaea Verhttltnis grtfOar ala 0,75* 

In don Tabellen la und Xb iat nun daa AainoeKurenprof 1 1 
d a erflndungagenttfi laoliarbaren neuen Metallobelata den Aalno- 
s&urenprofilen anderer, ana Shnlloben Qnellan laollerten bio— 
logisob aktlven Protelnen vergleiobeni gegenttbergeetellt* Dar 
tbeoretlaobe A&tnoa&uregebalt der Probe (86 9 1 %), nnter gvjgniiifla-* 
Xegnng elnoa acs dea Aminos Hurenprcf 11 und dea elenentar- 
analytiaoh bestiaaten StlokstdCgehalt bereobneten Faktore 
(5 p 6h) 9 liegt nabe beia tats&chlloben Vert (84 9 %i *) , veleber 
8l h aua der Aminos Surenanalyee ergibt. Ba wlrd anob baet&tlgt* 
daB das Protelnobelat eine betrKchtllobe Menge an organlaoban 
Blebt— Protelnen » beispielaveiae Koblebydrate, entbMlt* 
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Taballa I saigt in typtiaaaaa Jnlniaa'nrsnBroxil 

sinao Protain-Hatall-Cnalata dar la Stannpataat «r. 

darlniartan Art, walahas aln Molakalargavlont von 32600 bsaltst. 
Der tbsoratlaoba Anlnsa*axagabalt dlaaar Proba (89,9 # )# 
ontar Zugrtmdalagmig «ln«a ass dan AalnosMnranprotil and 
den elaatntaranalytiaoh aaatlnntaa Stlakatattgabalt aaraataatas 
Faktore (5,89),llagt nana bain tatsaobllobsn Vart (88,1 *), valabar 
slob ana dar Anlnoattarananalyaa argibt* Ana* biar baatfttlgt al b f 
daO das Protalnobalat aina betrMobtlioba Manga aajnrganlaeban 
Hiobt-Protslnan, bslspialavalaa Koblsbydrata, satbtflt* 



Taballa Io 
Aalnoaanranprof 1 la 

AnlnoaHora Eaata pro Hoi v Easts , m „ 

(anf ganza gabion ganmdat) g/100 g Protaln* 



AlanlB 


23 


4,99 


Arglnln 


11 


5,07 


Aapa aginsKura 


25 


8,89 


Cyatin-Vs 


1 


0*36 


Glatanlttsllara 


23 


9*12 


Glyeln 


25 


4,29 


Hlatldln 


* 8 


7.%% 


Isoleaoln 


11 


3,98 


Lavoln 


17 


6,05 


Lyaln 


26 


10,10 


Kotbionin 


4 


1,52 


Phenyl alanln 


8 


3»75 


Pr lia 


11 


3.15 
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Forteetzung Tabell I 

Anlnoa&ure Reete pro Mol Reate 

(auf ganae Zahlen gemndet) g/lOO g Protein 



Serin 2 O f 57 

Threonln 5 l f 52 

Tryptophan 3 i f 68 

Tyro sin 6 5*09 

Valin 24 7»41 

Anidgruppen (i7) (0,70) 

Aeohe 2-* (Mo ++ ) 0 f 2 - 0 f 5 

Durohschnlttewert erhalten dnroh Hydro lye e ait HJ (l6 h), 

HC1 (18 h) und HC1 (72 h). 



Der laoelektrleohe Punkt dee neuen erflndungegemMa ieolier- 
fearen Metallehelate einee Proteins llegt etva bei elnea pB-Yert 
▼on 5i5 - 0,2 and der iaolonlsohe Punkt bei 7,92 ± 0,2. 
Der ieeriLektrleobe Pnnkt wurde dnroh Elektrophoreee mnt Zelluleee- 
aoetat bel verechledenen pH-Verten und nnter Vervendung else* 
Zitrat-Phosphat- Puff era ernittelt. Die Transportwege betrugen 
-5,77 mm bel pH » 4»45, -4,67 mm bel pH « 4,85, ~1»70 bel 
pH *» 5,3<> 9 -0,50 n bei pH * 5,45, 0 un bei pH * 5»50 9 +2,90 ■» 
bei pH s 6,05 and +4,90 mm bel pH « 6,55* Ana dleaen Transport- 
wegen ergibt alch der-ledektrleehe Pnnkt bei etwa pH m 5,5. 
Der isoionleohe Pnnkt wurde entapreohend Riddlford, J.Bloohea* 239 1 
1079 (1964) bestint. Hlebel wurde daa Protein sweoka Toilette- 
dlger Entfernung ron felektrolyten grUndlloh dlalyviert und an* 
a hlieOend lyophlllelert, worauf 25,8 ng daa lyopbllceierten 
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Pr duktes in 5 ol nti nisierten ¥a s r g lost mid die rnaltene 
LtfBung in in auf 25°C gehalten Zell ingebra ht words* i* 
we 1 cher eie unter Stickstoffat/mosphare so lange (etwa 40 Ma 
60 Minuten) bebasen wurde, bis sicb ein stabller pH-Wart ein- 
atellte. Es ergab aioh so ein isoioniaoher Pnnkt Ton etwa 
7,92 i 0,02. 

Der Lsoelektrisohe Punkt und der isolonisohe Punkt das er- 
findungsg3mafl isolierbaren Proteins llegen betrKcntlioh wait 
auseinandor. Offenbar lagert aicb daa Protein Yorzngsveiae an 
jene Anionen an, welebe in den Pufferltfsnngen en thai ten aind, 
in velohen ea selbat gel Hat iat, ao daB latzten Endes daa 
iaoelektriacbe Holekttl nicbt von reinen Protein sondarn Ton 
eineia Salz ait den gebandenen Anionen gebildet 1st. 

Dieser Dnterschied swiaeben dan isodektrisohen Pnnkt and 
dan isoioniaoben Punkt ist bei den aaisten Proteinen nieht die 
Regal, jedooh wurde bereita fur Oalatine ein Unterscbied zwisoban 
isoionisehen Pnnkt und isoelektrisoban Punkt (D.S. Jackson, 
at al. Bioch. Biopbys.Acta 26, 638, 1957) und fur Enolase 
(B.G.Malnstrom et ai J.Bioohen., 23*, ii08, 1959) berlchtet. 

Id erfindungsgenSB isolierbaren Metallohelat einea Proteins 
ttberwiegen die frelen basiscben Gruppen (46 bia 55 ▼<>■ Arginin, 
Lysln und Eistidin stanmende basisobe Gruppen) ttbar dia freien 
Sauregruppon (27 bis 3i von der Asparaglna&ure und der Glntanin- 
stturo stamnende saure Gruppen, 13 bis 17 der 40 bis 48 sauren 
Gruppen dor Asparaginsaurereste und Glutaninaaurereate slnd 
in Anid-Blndung n bl cki rt). Das Oberwl g n d r 1 r 1 n 
basisohen Gruppen tiber di fr ien saur n Orupp n (das V rhaUtnia 
b trfigt twa 1,7 t 1 bis 1,8 t i) 1st d r Grtmd ftir di V r- 
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schlebung des isoionischon Punktes gegenliber dem isoelektrlsehen 
Punkt und sttttzt die Annahine, daQ das isoelektrloobe Mblekttl 
ein Salz des Proteins und der daran gebundenen Anionen darstellt 
und es v;ird auch angenonnen, daO dleser Urn a tend zunindest zuni 
T 11 zur oinzigartigon physiolcgischen Vlrksankelt des erfindungs- 
g maB ieolierbaren Proteins beitrSgt. 

Das Infrarotspdktrua dee erf indungsgamtUJ isoll&rbaren 
Metallcbelats eines Proteins 1st, bei pH = 7 bestimt, typisoh fttr 
Protaine. In der unions tebenden Tabelle slnd die Ultraviolett- 
absorpticnsspektren dieses Proteins bei pH = i t 5 in 0 f 05 n HC1, 
b i pH = 1,5 in 0,05 n HC1 + 0,10 m KC1 f bei pH « 7 

in Vasser, bei pH = 7 in 0 t 05 a Phosphatpuf t er and 
b i pH = 13 in 0,15 « KC1, uobei der pH-Vert «it 1 n KOH auf 13 
eingestellt wurde, daxgestellt. 
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31.0 
300 
295 
290 
285 
284 
283 
283 
281 
280 
379 
278 
277 
278 
275 
8iC 
365 
260 
265 
2S0 
245 
240 
230 



Ultraviolet* *Aboorptio2£iopcktron doa 



O^tiooho Dictate 



pa i,5 

r« 0,05*] v<= 0,15 
0,860 n£/W 0,434 ng/mlj 1,00 icg/cl 



pE 7,0 



H„0 



0,068 
0,102 
0 P 14S 
0,23d 
0,320 
0,342 
0,355 
0,369 

0,377 

0,384 

0 f 335 
0,335 
0 ( 384 
0 t 330 
0,284 
0,247 
0,226 
0,203 
0,432 



pH 7,0 



Puffer 
0,402 sg/al 



0,005 


0,035 


0,03 


0 C 030 


0,090 


0,03 


0,036 


. 0,184 


0,13 
0,18 


0„129 


0,373 


0,100 


0,610 


0,25 


0,204 


0,640 


0,23 




0,5G0 




0,220 


0,570 


,0729 




0,S30 




0,244 


0,683 


0,30 


0,223 


0,590 




0 t 327 


0,893 


0,30 


0,228 


0,600 




0,226 


. 0,6S8 


oTso 




0,530 




o.aoa 


0,533 


0,27 


0,170 


0,476 


0,23 


0,144 


0,400 


0,19 


0,117 


0,337 


0,15 


0,104 


0,316 


0,13 


0,134 


0,402 


0,18 


0,272 


0,190 


0,37 






1,80 



13,0 



0,492 Dg/ttl 



0,138 
0,280 
0 r 3£3 
0,430 
0,422 
0,430 

0,433 

0,430 

0,420 

0,411 

0,410 

0.422 

0,471 

0,692 

0,846 

1.160 

1,46 

1,70 



Die in sauren Milieu und la alkalischen Milieu ernittelt a 
Abaorptionaepektren des Proteinchelate sind betraehtlich rer- 
aohieden ron den bei pH = 7 erhaltenen Abeorptlonaapektrun. 
In Anto traebt di s r Unt raohlede kOnnen UltrarJAett-Dif ferene- 
apektr n dadur h b etlnnt w rd n, dafl die UV-Abe rpti n d » in 
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inea Test-Ltfsungsaittel g last n Proteins geg n di UV-Absorptl n 
des wit gleiohor Xonzentration In elnem Bezugsltfsungsmittel 
gelosten Proteins photoiaetriseh bestinmt wird* Solohe Different- 
spektren Bind bei der Beurteilung der Art des Binbans aroma tie oh er 
Aminos&uron und des Cysteins in Proteins wertvoll ^"siehe Vetlauf j 
Adv. Protein Chemistry, 17, 346 (1962), Riddlford et aU, J.Biol. 
Chem. 239, 1029 (196*); 2*0, 168 (1965)_7. Tryptophan und 
Tyro sin tragen haupts&ohlieh zur Absorption in Bereiohe zwlsehen 
| 270 bis 300 ipu bei* Auf Phenylalanin 1st die Peinstruktur 

im Bereioh urn 250 ipu zurUokzufiihren; Phenylalanin absorb! ert 
J dooh nlcht oberhalb 270 . Sowohl Tryptophan als auoh Tyro sin 
und Cystein ktfnnen zu elner Absorption in Bereiohe Ton 235 Ms 
245 pn toitragen. Bei 25°C wird in Spektrophotoaeter naoh 
Hitaohi-Perkin-Eliaer Model No. 139 und tmter Verwendung ge-> 
schlossenor (matched) XUvetten das UV-Spektrum bestinmt. Das 
Instrument wurdo so kompenslert, daB si oh bei alien pB-Verten 

ine flache Grundlinle ergab. Bel im alkalisohen Bereioh liegenden 
pH-Werten stellten sloh die Endwerte rasoh eln und blleben zwel 
) Stunden konstant, wShrend bei la sauron Bereioh liegenden pH-Wertcn 
zwel Stunden erforderiloh war en f urn elnen Gleiohgewlehtssustand 
zu erroichen. Die Kurven ergeben sloh aus unter den folgenden 
B dingungen erhaltenen MeOwerten: 
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(K nzentration d s Pr teinsr 0,502 mg/ml) 

Kurv A ± Vergleioh: 0,05 m KjjBPO^O,! a KC1; pH 7,0 
Probe: 0,1 n KC1 + 0,05 b KCIj pfl 1,5 

Kurve A g Vergleioh: 0,05 m K 2 HP0 4 ; pH 7,04 
Probes 0,05 n HC1; pH 1,5 

(Konsentration des Proteins t 0,492 mg/ml) 

Kurve B, Vergleioh: 0,05 ■ KgHPO^* 0,1m KCIj pH 7,06 
Probe: 0,15 m MKC1 ♦ a KOHj pH 13 

Bel pH » 13 sobeinen alle Tyrosinreste dea Proteins dam 
Lttsungsmlttel frei zug&nglg xu sain und damlt angenblloklloh am 
lonlsleren, w8hrend bel einen pH-Wert von 1,5 sogar bel elner 
Xonenkonzentration von 0,05 m die Tyrosinreste teilweise dea Zu- 
grlff des Ltfsungamittele entzogen slnd. Das Proteinaolekul aelgt 
slob sonlt im alkalis one n Milieu starker auxgstaltet. 

Im auaren Milieu let das Protein bel elnem pH-Wert Ton 5,5 
sun Tell unlttsllch, Jedoch beginnt es slob bel elnem pH-Wert ▼ n 
2 vleder aufzulttsen. Bel elnem pH-Wert von l p 5 wlrd das Protein 
wieder aur Ganze gel Bet. Bel Bestimmung des Dlf forenxspektrums 
Im sauren Milieu aind die Absorptlo&smaxlaa lm Bereioh von 293 
bis 294^u auf Tryptophan und jene lm Bereicb von 285 bla 287«4» 
auf Tyrosln und zam gerlngen Tell auf Tryptophan zuruokzuxttbrsn, 
vanrend Phenylalanin Xnderungen in der Feinstruktur von 250 bla 
265au bewirkt* Ea ergibt slob ein anxf&lllger Untersobled awls ban 
den im sauren Milieu bel Ionenkonzentrationen von 0,05 m und 
0,16 m ermlttelten DIXferenzapektren. Bel elner Ionenkonaentratioa 
von 0,06 m xlnden sioh von 280 bla 296au koine ausgepr&gten 
Abaorptionsmaxlma, Jedooh aelgt slob bei 294 bis 296su ein 
Plat au und In breit Seholter v n 286 bla 290m* vor, w 1 bar 
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bel 280 bis 282i^u ein nl drlg res Plat au 11 gt. Bol in r 

I nenk nz ntratl n v n 0,15 m zeigt si h bel 294 bis 206^1 weder 

eln Absorptionsoaximun noeh ein Plateau » sonde rn ein breites 

w lliges Plateau im Berelohe von 278 bis 285i^u mit einer Schulter 

b 1 286 bis 20O^u* 

Bs besteht Orund zur Annabrie, daff bel einem pH-Wert von 1 9 S 
das Plateau bei 292 bis 296^u ivaf Unlagerungen der zwei Trypto- 
phanreste im Holekttl dee Proteins zurtiokzu^Uhron iet a Die 
Schulter bel 287 bis 290ap w3rd wahrscbeinlloh uum Tell duroh 
die Tyrosinreste im Molekfil erzeugt, Bel einer I one nkonzent ra- 
ti n von 0,15 m soheinen die Trypto phanreste nahezu vollkomaten 
abgesohirmt zu sein 9 was bel einer lonenkonzentration von 0,06 a 
ni ht der Pall 1st* Die Tie! beiden lonenkonzenvratlonen erhaltenen 
Spektren sind hinsiohtl'ch der auf Tyrosin surttoksufUhrenden 
Absorptlonsmaxlsa alemlloh abnormal. Das bei anderen Proteinen 
Ubliohe Absorptionsiaaxiuua bel etwa 285yu fehlt bel einer Ionen- 
k naentration von 0,13 a vtfllig und 1st bei einer I one nkonse ni- 
tration von 0,06 m zn einer sohwaohen Sohulter degenerlert* Aus 
d r Absorptionskurve von 284 bis 288^u erglbt si oh, dafi die 
Tyrosinreste la MolakUl des Proteins gut elngehUllt sind und 
dealt dem Angrlff Aee Lbsungsalttels entaogen sind, 

Dei der Oelsobeiben-Elektrophorese anJ? Polyaorylaald und dar 
' Dttnnsoblobt^Elektrophorese auf Agarose gibti das Protein-Metall- 
-Chelat eln typisobes Blld nit drel nahe beielnander llegendsn 
Dttndern. Die DUnnsohloht-Elektrophorese 1st von R.E«Pbilllpe 
und F»B 9 Elevltoh, progress in Cllnloal Pathology, 1966, Saltan 
62 bis 153, besohri ben word en. 

Die Gels heib n-El ktroph r se auf P lyaorylaaid 

-A- 
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. - beruht auf d n Arb iten v n Ornat In . 

und Davis, Ann. N.Y. Aoad.S 1. 121, 321 und 404 (1064) und 
von William und Beief Id, Nature 196, 281 (1962), v t«l iff oki 
b aa rer AuflDaung r aw ka Brzl lung a hHrfer r Banden and aw eka 
Bralelung verlKBl loner Flleflbedingungen veraohiedene Abande- 
range n got r of fen wurden* 

Ea mirden untar andaraa f olganda Vereuohsbedingungan elnga- 

baltan: 

pO 9,4 

1) Vorbehandlungi 2 mA pro Rohr wahrend 1,5 Stundan bal 

konatantam Strom, nnr fliefiendea Oal* 

2) Blaktrophoraaa t 6 mA pro Bohr wahrend 50 Minutan bal 

konatantam Strom, f Ur 12 Rohre dabar 60 mA, 
140 7 au Baglnn bla 320 V an Bnda. 

3) Anfarhen: 16 Stundan In elnem Gamiaoh aua 10 % 

Elaaaalg, 20 % Methanol und 70 * Waaaar, 
wobel daa Gamlsoh pro 100 ml 16 ng Amldo- 
-Blaok galtfat enthielt. 

4) Bntfarbem 18,6 mA pro Bohr und St undo bal konatan- 

tam Strom, 

pH 8,6 

1) Vorbahandlung: koine 

2) Elaktrophoraaa: 6 mA pro Bohr und St undo bal konatantam 

Strom t fur 12 Rohre daher 72 mA, 100 T 
su Beglnn bla 160 V am Ende. 

3) Anf Urban: 16 Stundan In der obon angagabanan Ldtangc 

4) Bntf&rbens 5,5 mA pro Bohr and Stunda bal konatantam 

Strom. 

-/s - 
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Tyyischo Elokfcropbor graeme 6mm Metall hftlats d a Pr t lai 

# 

outtitilt die unionstchoudo Tabellc, In tralchor BSafclioh V rt 

Nt&oruncovor to dar atoll n* 





i 


, pn 9,4 


• 




pH 3,0 






BA-otto Abstend 
In urn voiu Ur- 
sprang 
la on* 


Relative 
Inenai— 
tut in £ 


Breito 
In an 


voa Dr- 
Bprung 
iu csm 1 


Relet ire 
X atonal— 
tut in %■ 


aberdc Dand 


i.o 


11,5 


100 


1.3 ' 


16,5 


10O 


niitlox'oo Band^ 




14,0 


£0-08 


0,4^ 


20,0 


53-39 


untoroo Bond 


0,5 


18,0 


£8-52 


I.3.- 


. 22t& 


94-»«*^ 



L oborcr Rand* GoecatlgngG doe flf ofloiidon Oeloe! 50 nn ; 

DLe Dtinnschicht-Elektrophorese auf Agarose wurde In 
0,05 a Tris-glycin-Puffer bei elnea pH-Wert von 8,45 wtihrend 
30 Minuten und bei einen konstanten Stron Ton 5 mA durohgef Uhrt , 
wobel zu Beginn die Spannung etwa 185 bis 195 V betrug und 
gegen Ende die Spannung un etwa 20 V htther war. Die Platten 
wurden entsprechend den Angaben ln*der erwShnten Llteratur 
behandelt und gefttrbt. 

la Hinbliok auf die of f ensiohtllehe Einhe i t 1 iohkei t 
des erf indungsgemfiO isolierbaren Metal lchelate elnes Proteins, & 
wle sie sich beim Dl trazentrif ugleren, bei der Gelf titration, 
belra Chromatographieren Uber Ionenaus tauschbarzen , wle DEAE- 
-Sephadex, aus den Aninos&urenprof 11 usw. ergibt, wird ange- 
nonroen, daO die sicb bei der Gel sche ibenel ekt roftoreee zeigenden 
typischen drel Danden auf eine Aufspaltung einer Bande zuriick- 
zufiihren 1st, w lch Aufspaltung Puf f erwirkung n la lektrisoben 
F Id zugeschriebon werden kann und nlcht auf die Anw s nheit 
dreier verochi edener Pr t ine im M tallch lat d s Proteins hin- 

209821/0960 

- 16 - 



BNSDOCID: <DE 1792196A1_I_> 



BAD ORIGflfttt. :--yO 0**i 



1/3^130 



woist. Boi d r Gel lektroph rese bevegt sicb das rfindungsgewMB 
isolierbare Prot in langsamer els Albumin und sobneller als 
f-~Globuline* 

Beim Ultraaentrlfugleren bevegt slob das erttndungageaafl 
isollorbare Protein in Form eines elnheitliohen, sobarfen Band s 
welter, vobei der Sedinentationsko efficient etwa 3t72 - 0,05 
Svedberg-Einheiten betragt. 

In folgenden sind einige weitere Kennzablen des la 

Starapatent Sr. dexinierten Protein-Metal 1-Cbelats 

bzw. des erfindungsgonSB erhaltlioben Protein-Metall-Cbelata 
angegeben. 



Mol ekalar gewicbt 

aus Gelfiltration 

" Sncrose-Dicbtegradlent 

w Amino saur spr oil 1 

" Oaaotiocbem Brack 

Sedimentationskoefflzlent 
(pbysiologlsche Kocbsals^lttsung) 

Isoelektrlseher Punic t, Zltrat- 
-Phoephat-Puffer 

Isoioni sober Punkt 

1 H> 

Absorbtion, A 28 q 
Intrinsioche VI skoal tat nl/g 
Partielles apeaifischee Volunen sl/g 
f rikt ionsTerbttl tnls 
Sensraga-Mandslkern-Koefflzient, 0 
Lllnge das Mquir&lenten Ellipaoids in A 
•obwer anatauschbarer Anid-Wasserstof f 

Elektronenspinresonanz 
Bantpresonans (Cn**), GaoB 



32200 i 1000 
32500 

32600 * 950 
3350O t 1000 
32900 



3,72 



10 



ri3 



5,5 - 0,2 
7,92 i 0,02 
6,2 i 0,2 
3,55 
0,742 

6 

2,22 X 10° 
110 bis 160 
>80 % 

3250 



Dae rflnd«ngege»*0 isoli rbare Protein llagt M*Jt«*s*t 

mm T 11 In For* lnas Me tall h lat • m, s.sw. sntbtlt es tal 

Proteins 

fi bis 4 Met all at m pr Pr t innolekiil. D r M tallg halt des / 
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aaasten era la ad n Probe n 11 gt d r M tall go halt swlsohen 0,26 
and 0» 75 Daa Auaaan dar pharnakologisohen Wirkung das Me tall - 
chelates aoheint zumlndeat zum Tall von dar Antreaenbeii alnaa 
odar aehrerar physlologlsch wesentllchar aweiwertiger Metallienen 
1* Chelat abzuh&ngen* Aua die sea Grande warden in daa Metall- . 
ob lot vorzugswelse zumlndest 66 £, beeeer mlndestana 75 Jt, and 
lnpbe sonde re 85 % Met all elngebraeht u. nr. In Porn alndaatana 

Ina* dar Ifatalla Mg, Ca, Pa, Zn und Co. Zweoks Hers tel lung yon 
Metollchelaten httohster Wlrkaankalt wlrd daftlr gaaorgi, dafl 
sualndaat 40 % daa Metallgehaltes von einam sveiwertlgen Ma tall 
nit elneu Ionenradlus von 0,65 Ma 0,79 1, bel spiel svelse 
Magnesium, geblldet slnd. Solaha Metalle kgnnen bel spiel eweiee 
d m Baoh von Hall, "Chenistry and Physios, - 44 < Anflage, Saltan 
3507 bla 3508 (1963) antnoaaan warden. In dan aalatan solohan 
Chelaten lat alnaa dlaser Ifatalla auoh daa vorwlegende Mat all. 
Onter dan "vorwlagandan Me tall* lat hlabal Janaa obalatlaraada 
M tell su verstehen, velohea la Protelnobelat ait daa hoohatea 
Antell enthalten lat. Obawar in dan dla starkste Vlrknng saltan* 
d n Metallobelataa daa Proteins dar grtffita Tall daa Matall ca- 
bal tes auf phyaiologisoh waaantlloha zwelwertlge Metalle aurtick- 
aufUhran lat, entbalten ty pi ache Metallohelate aaoh andara 
Metalle. Dieae welteren Matalla 

werden httuilg wMfcrand dar Ijollerung daa Protalna von «l*eea 
anxganoaaan u. aw. insbesondere dann, wann dar Oaeantaetallga- 
halt daa Protalna relatlv nladrlg lat. Dlaa kaan dann varale4aa 
wardan, wann daa Prot in la lner Put* rlOsaag; varvaaxt wlrd, aga 
la aayalal agt«ta ajtmillaii aaata****** Mltill la at»ar «** 
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Auiauhae von Freadaetallen duroh das Protein auareioh nd h baa 

Kenzentratlon ala Kati n nthKlt und/oder vans das Pro tain *** 

next en* 

nit Anlagenteilen in Be rUbrung leant, die keine solohen Matall ant-/ 

In den wirksansten Chelaten sind venlger ala iO % der ine- 
gesant vorhandenen Motallo physiologisch unvesentliobe Natalia, 
beisplelsveise Al, Si und B.Ein zu geringer Getaalt d«a Protein- 
-Metall-Chelate an pnyslologiscb wcaentlichen 2-vertigen Met all en 
1st nachteillg fur die Virksaakeit dieses Cbelata. Einyertige H - 
talle, beisplelsweise Natrium und Kaliun, und Zellgifte darstellon- 
de Metalle, belspielaweise Blel, Chron, Selen uev. ,sind in Metall- 
obelat selbet Torzugsvelse btfobstena in Spuren anvesend, 

Auf Ornnd der bisber gemaohten Feststellungen unfl ge- 
eoblosijen we r den, dafi Oa**, Cu ++ t Mg+ + und Zn ++ eine 
enteoheiderib Rolle dabsi aplelen die Struktur des natiren 
Proteins zu bevahren, dieae Metallionen kBnnen als "Sperratifte" 
angesehen warden* die intramolekulare Querrernetzungsbrttoken 
til don und dan it daa MolekUl zusannenhalten; dieae Metallionen 
tragen sorait zar Stabllltat des Proteins bei, nacben daa 
Protein ionun gegen die neisten proteolytisohen Enzyne nnd 
sind dor Grund fttr zahlrelofae der pbarnakodynaiaiscben Fnnktlonan 
des Proteins. 

Soim Vorfahren geafiD Stonnpatent wird das erwUnsohte 
Protein zunindest tellweise gereinigt, Torzugsweise iaollert, 
v&brend ee in Porn elnea Metattohelata ▼orliegt, deaaen Tor- 
viegend Torbandenes Mo tall elnen Ionenradina von 0,65 bia 0,79 % 
besitzt. Venn eln Cbolat ieoliert Torllegt, dessen Torvlegand 
▼orhand n a M tall In n kl iner n der gr&Ber n I n nradlns 
b sltzt (b isplelav ia Mangan nit den I nen-adius 0,80 £ odar 
Calzlum nit 6 a Ion nradlna 0,99 ft), • kann dies a duroh 

209821/0960 



JDOCID: <DE 1792196A1_I_> 



BAD ORIQINAU 



1792196 



«0 

Trans h lati rung In ein Ch lat tiberg ftthrt verdan 9 desaen 
rorwiegend vorhandenes Metall einen Ionenradiue Ton 0,65 Ma 
0,79 £ beaitzt. Bel oiner soloben Transohelatierung wird daa 
uazuwandelnde Chelat mit einen ttbersebuB elner eln wasserltfsllobes 
Salz des erwlinscbten Metallea enthaltenden Put ferlifsung behandelt* 
wobei daa VerhKltnls Ton Metallion zu Protein so eingestellt wird* 
dafi daa Protein In der gev&blten Put ferlttaung ala Metal lohe lat 
ines aolohen Metallea rerblelbt. 
I In zablreloben Quellen nattirlleher EiwelOstoffe alnd Spur an 

dernatiirlloben Vorstufe des is erf IndungsgeatiD laollerbaran 
Produkt entbaltenan Proteins entbalten. So lobe Quell en ktbmen 
tlerleche Organa bzw. Qevebe, belapielsweiae Leber. Blare, Hoden* . 
Pankreas, Placenta, Daraaoblelnhaut, Thyme, Lunge, Mils Yon 
Kaninchen, Sohafen, Rindern, Sehveinen und Mensohen, Meerestleren, 
Flunder, Heilbutt, Sohvertf isoh, Musoheln, Huaser, Ana tar . Cain* 
Auob pflanzllobe Eivelfiquellen, vie San en, Velsenkelalinge 
ungeacb&lter Reis, Sojabohnen, Llaa und Jaekbeans alnd braaehbar. 
^ Auob efibare Pllze und Mikroorganisaen, wle Fungi und Bakterlen 

alnd brauobbar. Balapiale hlefilr aind Hefe, E.Coll, CI* 
Hystolytleum, Cl.Kluywerl, Cand.Myeoderna, Cl-Velchli und 
Achron, Fisher i. Da die nattirllcha Vorstufe dee erfindungsgentiO 
isolierbaren Produkt a labll 1st, soil alt der Iaollerung aobald 
als attglich nach Gewlnnung der ElweiBquelle begonnen warden* 

Ein Proteln-Metall-Chelat der la Staauspatent deflnlerten 
Art kann gemttfi der Erfindung dadurob a tablllsiert warden, daD 
aus di Bern Chelat und (a) Su roa , od r (b) Iner Pant to, 
in r Bexos d r einer H pt a mit in r Hydr xygrupp an lnea 
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ein r tr ien Carb nylgrupp in r Ket gropp an Oder inar 

Aid bydgrnppe benaebbart n Koblenstoffatoa and in in r rftnalleb 

d n zwei Hydroxygruppen an den naebst folgenden Koblenstoff- 

atomen gegenttberllegl enden Stellung, Oder (o) Alkylacetalen wn 

Pensosen, Hexosen oder Heptosen, Oder (d) Gluoose, Oder (e) 

Mannose ein Geaiscb bergestellt vlrd. Dnter anderea betrifft 

die Erflndung die Herstellung von bei Bauateaperatur Lagerf&bigen 

w&sserlgen Ltfsungen und gefriergetroekneten Pr&paraten elnea eoloh r { 

M tallobelats, belspielswelse die Herstellung sterller injizler- 

barer Ltfaungen und die Herstellung gefrlergetroekneter und 

in allien Beh Miter dicht eingesohlossener sterller Mlscbungen, 

die naob langerer Lagerung in eine injisierbare Porn gebraobt 

w rden kOnnen. GeaSB elner AusfUhrungsfora des erflndungsgeaHBen 

Verfabrens wird eine Lttsung des Proteins, welch e ein Saoobarid d r 

angegebenen Art eathSlt, getrocknet. GeaMO einer welter en 

AusfUhrungsfora des erf indungsgeaaQen Verfabrens vlrd ein 

Protein-Metall-Chelat in Gegenvart eines Sa&harids der ang- 

( 

gegebenen Art gereinlgt. 

Ea 1st Gegenstand der Erflndung ein gfcfrieigetrocknetee 
Protein der angegebenen Art in Fora eines Gemisches ait 
Sucrose oder einea anderen stabiliaierend wirkenden Saoobarid 
b rzustellen. F.s 1st welters Gegenstand der Erflndung ein 
solches Gemisob in fester Fora, lnsbesondere in steriler Fora 
b rzustellen. Einweiterer Gegenstand der Erflndung 1st die 
Herat Hung einer solcben Misobung in Fora oiner sterilen 
lnjizlerbaren Lb'sung. Es 1st w it rs G g nstand der Erflndung 
solcho feste, steril Mis burgee bernetlseb in in a BehMlt r 
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loses ohlossen su a half en tm ana elner a loben Mlachang eln 
Injlslerbares Praparat berstellen sn kounen. Ha weiterer 
Oegenstand der Krflndang *»* die Sob af fang elner in else* 
Bebttlter elngesoblossenen sterllen, lnjlzlerbaren Loeang 
M tallohelates, velebe ror ▼erwendung gelagert warden kann* 
Bin weiterer Oegenatand der Brflndnng 1st eln Verfahren ran 
B Inlgen and Oeftlertroeknen elnes solohen Protelna In. Ctegen- 
^ wart elnes Saeobarlda der angegebenen Art na el no SeratOrang 
d a Proteins an Yerael den. 

Das Proteln-Metall-Chelat der la) Stawnpatent Sr. ........ 

ang gebenen Art iat In relner Fora Inetabll. Balaplelawelae 
lat eln tellwalaer Abban dea gereinlgtan Protelna wHhrend dea 
Q friertrooknena an beobaebten, n.xv. unabnBnglg daron wla 
bl bel la elnaelnen ▼orgegangen wlrd. Eln adobes Terhalten lat far 
r In Protelne dor oh ana nlobt ungevabnlleb and as wnrde berelta 
▼ n Terscbledenen anderaartlgen Protelnen berlobtet, dad ale 
naoh Errelehen elnes beetlaaten Belnbeltagradee Keraetswagen 
) rleiden. Dies gilt Inebeaondere fUr ana tar re Protelna, das 
slnd solobe Protelne, die nlobt dureb Intraoral ekalare kovalente 
Blndungen, belaplelswelae S-S-Brttoken, zivanetengebaltea warden* 

Es 1st berelts bekannt, dafi Protelne boben Belnhaltagradea 
an beaten dorob gerlnge Mengen anderer Protelne, balaplalawalaa 
abaain, atablllslert warden kSunen. Anders bacbaoleknlare, 
ISsllcbe Verblndongen blologleober Herkanft, wla aarltlne 
K 11 Ida (Carrageenln) , Stttrke, Dextrin and andere Polyeaoenarlde 
und Pbospb lip Ida wlrk n gl 1 b got. Da nan ab r daa gawds der 
t rlleg nd n Brflndung bsw. daa gewas dan Staaapatent Br. ........ 
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rb&tll h Pr tela aef dea Injektlonsw g Terabr 1 lit wlrd, 
eind alls dies* Stoffe far Stablllslernngssveeke deebalb nag«siga*1 
well ale Allergle en en gen, nioht lsoton alnd nnd 1b elnlgen 
Fallen stark toxlsoh virken. Deruber blnaas wlrd dnrob Praad- 
protelne nnd/oder Lipoprotein* die blalaglaoha Vlrkaaakelt daa 
In Stoaapatent Nr. ....... deflnlerten Protelna ▼arringert, was 

bauflg dar wlobtlgate Grand fUr die Vnbraaobbarkelt aolobar 

Stoffe 1st. ^ 

Xbnllobe Blnsobraxkimgan gait an aaob fUr andere baralts 
fUr die Stablllalerung fon Protalnen alt Erfolg angewendete 
Stoffe, via Nucleotide, Olatathion nnd andere Thlole 
and Sulfite* Zar Stablllsleruag von Protelnen warden 
aucb ttbllobe Pnfferloaungen, Terpene, Polykatlonen and Poly- 
anlonen Terwendet. Balsplale ftir Polykatlonen alnd Protaaln- 
-Sulfat, Polylysla, Polyrlnylaald and 1,10-Dlaalnodeean. 
Belsplele fUr Polyanloaen alnd aalfurlertee Polystyrol, Poly- 
Tlnylaulfat, Batrlna-Dodeoylsnlfat, Dextran-Sulfat n.dgl. ( 
P. Bumf eld etal., Areh.Bloebea.Blopb. , 111, 31 (1965) brlagt 
typlsoba Belsplele fUr die Yerwendung von Polykatlonen nnd 
Polyanlonen fttr die Stablllslerong Ton verachledenen Protelnen, 
hoben Relnbeltsgradea. Obzwar Terscbledene dar erwannten Ver- 
blndungen car Stablllslerang des neuen Proteins an slob ▼erwand t 
warden ktfnnten, slnd/dannoob wegen lbrer Toxlsltat, wegea 
dar Erzaugnng ron Allergle nnd wagan aangalndar Isotonla 
onbrau hbar far den vorlleg nden Zw ok. V n Y&kid and Mansar 
1st In J.H 1. Pbaraae 1 gy» 1» 53 (1965) ttb r dl Sabntswlrknag 
t n Hex a -Phospbat n » Hnol tiden, Glntatblon and 
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Sul fat- d r Ph sphatlonen, entweder all In d r vorzugsw Is 
In Kotablnatlon angewendet, au# Phosphof ruotoklnase 
bericbtet vorden. Die ttberpziifung der Methodo von Vakid and 
Hansur auf ihre Eignung ftir den vorllegenden Zwoolc liefert* 
jedoch negative Ergebnisee. Die Nucleotide, welch e filch zvar 
zum Tell aid wirksan erveisen, nils sen zur Erzielung elner 
Stabillsierungswirkung in nindestens der fttnffaohen Gewichts- 
menge, bezogen auf das neue Protein, verwendet verden 9 weshalh, 

^ abgesehen von den Kosten, diese Stoffe vegen feh lender 1 so ton! 

und vegen der Erzeugung von Allergie als Stabilisatoren 
nicht in Frage konnnen. Glutathlon kann nlcbt verwendet verden, 
da es mlt den neuen Protein unter Verringerung der LSsllchkeit 
und der Wlrksankelt desselben reegiert. Von den verschledenen 
Hexose-Fhosphaten wirkt das Fructose-1 , 6~dlpbosphat an besten y 
weshalb das Fructose- 1 , 6-diphoophat zvar Ira Prinzip verwendet 
verden ktfnnte, Jodocb wegen seines hoben Prelses vleder nicht 
in Frage kommt. Die durch Fruotose-1 f 6-dlphosphat erzttbare 

^ Stabllisleriui&Kirkung fiir das neue Protein 1st nun 

gebunden an die gleichzeltige Anwesenheit von Glutathlon, 
Meroaptotithanol und anorganischen lonen, velche Stoffe diese 
Konbination flir die Stabilisierung dos neuen Proteins wertlos 

aaohen. Die Feststellung der genannten Antoren 9 daD frele 

bel -2 
Monosaccharide oelbst/einer Konzentration von 10— volar 

bzw. bel einen 250-facben Uberschufl an Stabllisator gegenttber 

dera Protein kelne Stablliseruiigswirkung ergeben, sprioht Uber- 

haupt gegen die Verv ndung y n Zuok rn als Stabillsat ren flir 

das neu Protein 0 
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Ea sind b r its ▼ersehieden Sac haride in Kbmbinatl n «it 
lvei&haltig n So f fen verv&ndet worden. Beispielsveis wurd 
Glycerin ait Tri-Erosol als Bakteriostatikum fiir Saroom-Antig n 
vervendet. Vitamin A und andaro loicht oxydisrbara Verbindungen 
niedrigen Molekularge-wichts sind bereits dadurch gegen Oxy- 
dation geaohtitzt worden, daft a«a diesazt Verbindungen und 
Polysacchariden boben Kalekulargewicbta, z.B. Dextrin und Starke, 
Einschlufiverbindungen bergeatellt vorden aind. Bin fUr intra- 
ren 5s e Verabreichung beatimmtea Proteinbydrolyaat iat bereits 
duroh ein Galatinehydrolyaat stabilisiort worden. Trypsin wurde 
bereita in lOsliobe Fom gebraeht trad stabiliaiert nittela 
Mlschungan von Polyathylenglykol, pflanzllchem Guanl, Zucker- 
alkoTiolfiEi lOslichen Star ken, lOalicbnn Zellulcaoderivaten, 
Depress, Lavnloae, Inoalt, Arabinoae und 6-Lactose. Injizierbar 
Fharaazeetika niedrigen Mol6kularge*icbts wurdeu bereita dadurob 
mit eiaer Depotwirkung au8gestattet, dcB aie nit Fibrinogen v - '!>i- 
nieri uurdcn, welches nacb Injektian kcaguli-^rt und dam it di« 
Depotvirkrag erzeugt, wobei Glycerin Terwend^t wurde um eine { 
Koagulation vor Injektion zv verneidsn. Kaaernvaooine urden 
bereita nit gro£a Mengen &n Lactone eniiialteab «sehimgen Ton 

Lactone und Glntanat stabiliaiort. Baociili CalBette-Ouerin- 
-Vacciio wurde bereits ait Daxtran atabilisiort. ?ollo-»aoeine 
vird Ufcliehorweise zwseka oraler Verabreichung in einea StUok 
WUrfelzucker absorblert. Vaccinia Virjis (Pox)-Vaooine ist 
bereita duroh Zasatz einer Misohung von Lactose und Caloiualaato- 
bi nat stabiliai rt word n. Zur Stabiliai rung in m Mas rn- 
Vacoln d wurde ber its Sorbit v rwend t. FUr par nt ral 
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Injektion bestinate Pr&parate ron Cblorfiozepoxyd eind bareits 

in einea MalelnsSure, PolyoxySthylen bzw* OH~0rappen aufvelsenden 

Verbindungen oit 2 Ms 6 C-Atone f wie Glycerin f Propyl en~ 

glyk 1, Sorbit oderGluooee, ent halt end em Medina dispergiert wrdm* 

Es wurden soult berelts viole Verbindungen stark ver- 
eohiedoner Struktur sit weehselndea Erfolg als Stablllsatoren 
fUr versohiedene Proteins vervendet* Es existlert Jedoob keine 
allgemeine Kegel, velohe auf die Brauohbarkelt irgend elnss 
Stoffes schlieflen IMBt. FUr jedes Protein 1st sine andere Art 
eines Stabillsators erforderllob. Bin sicb fUr sin Protein als 
Stabilisator als iiufleret wirksaa erweisender Stoff 1st bfiaflg ftbr 
ein anderes Protein als Stabilisator vtflllg ungeeigaet. 

In Staaapatent Kr. 1st ein neaes 

injiier bares Protein-Metal 1-Cbelat beschrleben, das flberragende 
pbarnakologlsehe "irkaaakeit besitzt. Dieses Metallohe}at vird 
in Baboon eines Verfabrens erhalten 9 bel welobea das Cbelat 
g g benenfalls gef riergetrooknet wird. Das Protein 1st nun 
vtthr nd des Gef riertrocknenes in hohea MaOe der Gefahr eines 
Abbaues ausgesetzt* Dartlber blnans slnd aueh wHsserlge LBsungea . 
d s Proteins 9 aber auoh das gefrlergetrooknete Protein selbst 
b 1 Raumtenperatur nieht ansreiobend lange lagerbesttfndig 
(die Lagerbestandlgkelt betrSgt nnr kurze Zelt). Dies stellt 
nun vora wlrtscbaf t lichen Standpunkt aus ein en ernsten tfaeh— 
t 11 dar. Der Prels des Isollerten Proteins 1st MuBerst hoob 9 
da hezog n auf das Tro k ng vleht d r natUrlioben Eiw IBqa 11 » 
nnr Ausb ut n r n 0 9 0l # rzellt warden* D r b la 0 frl r- 
tro knen d s g r inlgt n Proteins intr t nd Verluot 
Ton 25 £ oder ■ hr 1st s alt ttuBerst scbv rvl g nd. Dartlber 
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bin an s 1st das viihrend des G friertro knens od r • *ahr ndajr 
Lagerung b 1 Haunt apcratur d nautiert Protein unlSslleh, 
veshalb die aus dots Protein zu Injektionszueoken beroitete 
Losung vor Verwendung filtriert werden nuB, so dafl die Yer- 
wendung des Proteins sobwierig wird. 

In erxindungsgcmSBer Weise hergestellte gefriergetro kn ts 
Miscbungen des Protein-Metal 1-Chelats der angegsbenen Art nnd 
Sucroso oder elnem anderen Sacoharid der acgegebenen Art sind 
in der Hegel vtfllig frei Ton unlBslloben Protein und kttnnen 
ohne vei teres znr Herstellung klarer Lb* sung en verwendet warden. 
Es 1st velters Ton Wlchtigkeit, daO sowobl trockene Hisdiungen 
als auob Lo* sung en des neuen Proteins und des zu Stabilisierungs- 
zvsoken verwondeten Saoobarids bei Raumtenaperatur bis so Tea* 
peraturen bei 37°C ttber wesentlloh 1 anger e ZeitrMune lager- 
faUiig sind als dieses Protein allele oder Micchungen dieses 
Proteins nit Ssjnhariden andersr Art als der ongegebenen Art. 
Erf lndungsgenttfl herstellbare Miscbungen bedingen sonit elnen 
beaobtlloben teebnlscben Fortscbritt gegenttber den genao 
Stanspatent Nr erbatlichen gefriergetrockneten rein n 

t 

Protein. 

^ Em vurde gefundsn, daO ledigllcb gevi^sss vaeserlttsli be 

Polybydroxyverbindungen Uberrasohend vlrksome Stabiliaatoren Mr 

eln in Starapatent Nr definiertes Protein-Metall-Ch 1st 

darstellen. Dlese Polybydroxyrerbindungen schtttzen das Protein 
gsgen Abbau nlcbt nur viihrend des Abtrennens desselben von 
velt r n in den natilrllchen Rohstoflen nth alt on en Prot In n 
eonderu rhttta n anob dl B etSndigkeit d s relnen Proteins 
g g n In VorSnd rung vKhrcnd des L-agerns bcl T mperaturen 
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oh rh lb 4 C 9 gleiehgtfltlg, b das Prot In In Fori flier LOstmg 
od r in F ra in s tr k nen F stktfrp rm r rllegt« Insb s nd rm 
der letztere Uastand 1st von Vlobtigkeit, da es da* it attglloh 
wird, das iaolierte Protein, inshesondere la gef rlergetrockneten 
Zustand bel Raonteaperatur zu lagern and sn verwenden, vat 
bela relnen Protein nioht atfglloh lot* 

Die zur Stablllsierung des Protein-Metall-Chelatft ver~ 
wendeten Saccharide llefern nit won! gen Ausnabnen bela 0e frier- 
trocknen einer Ltfsung des verwendeten Saooharida nnd dea 
Protein-Metal 1-Chelats eln kttrnlges gefriergetrocknetes Pro dak t. 
Verwendbare Sacobaride sind (a) Sucrose, (b) Aldo- nnd Keto— 
pentosen t -hexosen and -heptosen, welohe durob Alkylgruppen, 
beiaplelaweise Methyl-, Xthyl- oder and ere niedere^lkylgruppen 
acetalislort sind, vie dies beispielsveise fUr das Methyl ~ 
gluooeid and das Methylgalaktqsld gilt, (o) Aldo- oder Keto- 
pentosen, -hexosen nnd -heptosen, In we lob en die der frelen 
Carbonylgruppe benaohbarte Hydroxylgruppe r£ta«lloh ent^egen- 
gesetzt orientiert 1st 20 den Hydroxygruppen an den beiden 
nnalttelbar folgenden Koblenstoffatoaen, wie diss fUr ealaotose, 
Fructose, Fuocoae, Arablnose, Aldose Galactobeptuloee, Sedo- 
beptulose asw. gilt, (d) Glucose, and (e) Mannose. Sine Aufx&hlung 
▼on Saccharlden, daranter den o ben angegebenen Folybydroxyver- 
blndungen, 1st von K* rk und Otbaer ; 0 "jic.Cbea. Tech» ^ Intersolen 
Puh.. (195*) Bd. I3 t Seiten 226-236 angegqben. Em wards zanttobst 
angenoaaen, dafi nicbt-r eduzierende Zaoker we gen der bekannten ;., 
Mai Hard ( "Browning" ) -Reaktion redazlerenden Znokem ttberlegen 
e In nUOten. Di Maillard-Beaktl n wurd bttuflg b im Oefri r- 
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tro ka n lull I r Pr t la in Oagsaaar* rNniimi r htkir 
beoba lit t f vob i la Hlabll k a** dla W bsslalrkaag tvlNkn 

£-A»in gruppaa (Lysla) alt Eat grupp a d r r dual rsadsn 
Zuokar nraaaa, aaltfsllebe rrodukta antatahan. Da daa ar*iadBBg*- 
geaKo Issllsrbara asaa Protaia rsltb aa Lysis 1st, tiaaa 
isoioa-lsebsa Paakt bai pH « 7»9 bssltat sad well BaibsfcAltaaf 
aaiaar Straktar alasn alkallsebsa paVVsrt bsaBtlgt, wards 
snaaohat aageaoaasB, dafi 41a MaHlard-Raaktiaa anreraaldlltk 
wSre aad as daalt unaSgliob wars rsdasisrsads Zasksr als 
Stablllsatorsa aa Tarwsadsa. 

. Won wlrkea absrrasshsaderwtlss aval rsdasisrsads Xaoksr, 
u.sw. Galaetoss aad Praetoss, als aoagaiaiebaata Stablllsatsrsa, 
wogsgsa awsl aleht-rsdaslsrsads Zaeksralkohols, s.sw. Sarblt 
aad Masai t, aad aaob dsr aicbt-rsdaslsrsads Iaoait als Staslll- 
satorsa garlagsrs Vlrksaakalt basltsss* Dlasss PbaaoBSB aakalat 
aaf dla stsrlseas Kontlgaratioa dar Stablllsatsrsa sarask- 
safubrsa as aala. Savobl Prostata aid saob Galaetsss bssltst 
aa eiaar Salts das MolakHla swsl bssashbarts aydroxygrsppaa , 
vobal disss btidaa Hydroxygruppsa dsr fasktlsasllsa 
Grappa, d.i. dla Aldakyd- adsr dls Eatagrappa, alekt baaasabart 
alad. Disss stsrlsebs Anordaung aag sa dsa XaaksraelskUl •rasi- 
llebsa slob rslatlT aaai Prstslaaslskttl dsrart aaaasxdasa, daft 
dls € -AalBSgrappaa dar Lyslarssts stsrlseh aa slasr Baaktlsa 
alt dar Aldsbydgxappa adsr dsr Eatagrappa dss rsdaslsrsadas 
laeksrs gshiadart aiad. 

la slass) Msassbarld 1st dls stsrlssb* Aaardaaag dar Sasksr- 
aslakttla ala aalab , dafi la d rartlg a Aasri atsa d r b ldsa 
fltexassa wsals r stars h iallob 1st, aaa dls g rlagars VlrkSBB 
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keit Tea Mel toe and Lact ee r rataadll b aaebt, weleba ebea falls 
redaslereada Sucker slad. Snoroae let ala alnbt lesliilsiaadaa 
Sa okarid, weabalb bier wegen daa Feb lens einer frelen Caiboajjl- 
grappa die ateriaohe Konf iguratlon alobt weaentlleb 1st. to Iber- 

instlaaniig alt dleaer Hypotbeae arwalaea aiob Paeesse sad ira 
binoae ala aabr vlrkaaa; lbra atariaoba Arordanag 1st aaaleg der 
aabr vlrkaaaen Galaetoee. 

Zar Bern t el lung der Stablllsierange^rkaag elaaa 

^ iat die Abaorptlon ( A J^qq) bal 280 aa tob la taraaaa. Ja 

d r Vart far A iat aaaa atMrkara Teraadernagea daa Pretslas 

•lnd sa erwarten. Die a eoll besagea, dad Oar trad dar la 
vart elaaa beatlaatea Zaokere sa ervartendea Yeraadaraaa; * 
Fr talaa dareb Absolutwen* tob Ai^gQ angakaadlgt wlrd; dt< 
▼ randeraagea la aatlven ProtelaaolekUl a lad saaaabat 
Xtfgig. In elalgea dar Dlaaecbarlda and la swel Xaekeralkabaleai 
iat die Teadaas dieaelee, obzwax die Abeolatwerte deabalb 
a! bt gaas verlftblleb alad v wall dareb die Trsfcang der IAeaa* 
la Terlaaliabe Beatiaanmg Tea 4 Aj^alcbt adglleb let. la 

> k laea Stablllaater eatbalteaden Prabaa dee Pre tela-Hatall-Cae lata 
kaaa *29o *** 9n ** r ±m der trttbea Ldeimg mrlf ■gaadaa 
Plaakea alabt bestlaat warden. 

Daa Aaaaabaa daa alt Galaeteee, Wxwttmmm ader 
(dlese warden berersngt rerwendet) etabillalertea gefrli 
tra kaatea Proteine let abar koraig ala fleeklg. la dl aaar Vales 
atablllaiartaa Pretein 15at aiob ia Vaaeer and ball ebeai Paffer- . 
lOeungen ■agewOhalieii 1 iebt, wabai laa Tillliaaia klara Itaaag 

rbaltea vird. Dl LHaangag eebwindlgkeit daa aa atablllali 
Prat las 1st betrftebtll b grBB r ala dl daa alabt etablUsli 
Prat laa. 
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B i Yerw ndung d r angegebenen 8a obaride t laebeaoadere 

Suor ae. Gala t a d r Fru toi , ala Stabiliaator a wird aucb 
di Stand ze it ron Ltfsung n d a Prot ina rbtfbt. Bel ain r Tea- 
peratur ron 4°C wurde elne US sung Ton 2 Teilen Snoroaa pro Tail 
Protein in iootonar KocbealzlBaung ait einer Ltfaung daa Proteiaa 
in laotoner Kochaalzlttaung vergleichen. Beide US sung en wurdan 
pariodiaob Uberpriift, wobai aowobl Aggg beatiaat ala auob auf 
Trtibvng geprilxt wurde. Vaeb Ablaux elnar Vooba war dia kelne 
Snoroaa en t halt end e LOanng baralta atwaa trUb und aowobl dar b 
Bestiaaung tod A^ Q0 ala aucb dnreb Beetlaaung daa Trookenge- ( 
wlobtaa war auf einen Yerlust Ton 15 bia 20 % Protein an aobll 
sen. Die Snoroaa anthaltende Ltfanng war aelbat naob dral Woob n 
noch rtflllg klar nnd aowobl fttr das Trookengewiobt ala anab xttx 

AgQQ waren dia zn Yaranobabeginn feetges tell ten Verte alt 
innerbalb der Feblergrenzen liagendar Genauigkeit unrerandert. 
Ltfaungen die zwei Telia Maltose bzw. Duel it pro Tall Protein 
entblelten, zelgten wltbrend einer Vocbe oder aebr dia gleioh 
StabilitHt. 

Ein Gewlebtateil oder wanlger Zuoker pro Gewlobtotall 

Protein aoheint zur Eralelung einer optiaalen Stabilieierunge- 

wlrkung unveraeldllob an aein. Zwel Gewlchtataile Sucrose pr 

Gewlobtatell Protein orgaben elnen aebr gut en Stabiliaierunge- 

exxekt. Bel weniger wirkaaaen Stabiliaatoren alnd zwaoka Br- 

zlelung optlaaler Stablllalerungwirkung geagentlloh grttfiere 

Mengen erforderliob. Praktlaob braochbara obare Grenzen fttr dia 

zu verwendende Menge an Stabiliaator alnd dnrob die Forderung 

na b Iaot nl und di Virkaaak It in a beatiaat n Sa barida 

ale Stabiliaat r g g b n and di a wird dur b dl xolgende Ta- 

bell I rlaut rt. Di Zahl nv rte sind in ag Zuoker pro ag Ltfaung 
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ang geben* Dl Zuok rgewioht Bind ihr rs its auf inc dor h— 

schnittlicho Menge von 1 nig Protein pro al bezogen. 

Tabelle I 



WaCI 

Fructose 

Galactose 

Sucrose 



Isotonie 
bei mg/ml 



9,0 
50 t 5 
49,2 
92,5 



Zunahme der Isotonic wegen 
mg Stabilisator/ag 
Protein 



2,0 

3,96 % 

4,07 * 
2,16 % 



4,92 



iO % 



5,05 
10 * 



9,25 



10 % 



Zwei Gevicbtstelle Zucker pro Geviobtstell Protein-Metal 1- 
-Chelat erhOhen den osootlsohen Druok as 3,96 % flir Fruotose, 
us 4,07 % flir Galactose und un 2,16 % flir Sucrose. 
In pharaakologischer Hinsioht kann der zulMssige Yerte tn 
10 % Ubersobrltten verden, wenn intramuskular lnjlziert 
wlrd, insbesondere wenn leicbt ^erdtlnnbare und leiobt absorbierbart 
Stoffe, vie Natrluacblorld und Zucker, intraauskular inji alert 
werden. Slebt man eine 10 *-ige Hypertonic* als zul*s#lg *n, dann 
botrMgt der obere Grenzvert ftir Fructose 5 f 05 Telle, ftlr 
Galactose 4,92 Telle und flir Socroie 9 f 25 telle pro Tell Pro tela. 

In Bezug auf die durcta den Stabilisator erzeugte Hyper** 
tonle 1st von den drei der oben erv&bnten Stabilisatoren 
der Sncr se d r Vorzug zu g ben y da si bel inea b s tin ten 
G wich te verbal tnis v n Zuck r zu Pr t in die kl inste Bjrp rt nl 
ergibt^ 
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Grttfl r Mengen an Zuoker nthalt nd Ltfsungen kBnnen 
hne welter ■ dadur h Is ton gen oht warden, daB Koohsalz »it 
iner K nzentration von weniger als 0,9 % ingesetzt wird. Di m 
1st jedocb in der Praxis sobwierig durchzultthren, da es daalt 

rforderlich vird sterile isotone physiologisobe Kochaalz- 
lBsungen nit sterilen wasser in geeigneten Mengenverbaltnis zu 
verdiinnen und dieses Verhttltnis vorher zu bereebnen. 

* 

Wenn zwecks Erzielung ausreiohender StabilltUt Oder ana 
anderen GrUnden noch grtfflere Mengen an Saoobarid wtinschenswert 
sind, dann kann die physiologisobe Kochsalzltfsung ttberbaupt 
durcb unter Verwendung elnes Zuckers oder Genisoben von 
Zuckern bergestellte isotone Lttsung ersetzt werden. In dies en 
Falls betrttgt die Maximal zulSssige Menge an Fruotose 50,5 
tUr Galactose 49,2 ng/nl und filr Sunrise 92,5 mg/ml. 

In erfindungsgeHilB herstellbaren Miscbungen llegt daa 

Protein in Form des Metall-Cbelates vor, welches la wesentlieben 

frei ist Ton anderen Proteinen, die in den verwendeten Ausgangs- 

stoffen nit dais erwiinschten Protein ▼ergesellschaftet sind. Diaa 

Metallohelate stellen veifle Pulver dar, welche in Vasser, 

physiclogiscber Kochsalzltisung und Puf 1 erlo'sungen lttsllch sind; 

die sc erbaltenen LSsungen ktinnen injiziert verden. ohne daO 

antlgeneiiscbe Beaktionen auftreten, wie sie bei Injektion Ton 

kbrporf readen Proteinen die Begel sind. Die Ergebnisse einer 

Elenenteranalyse, das Infrarotspektrun, das 01traviolettspalttriM» 

die optische Drebung und sonstige analytlschs Daten stinnen 

ttber In ait d r Annabme, daC es sich un ein Protein-Metall-Cbelat 

band3lt. Dies Prot in-M tall-Cb lat nild rn in SKugetl r n die 

Folg n von tJb ranstr ngung, wirken anti inf laasat ris b und gegen 

Viren, wie durcb pbarnakolgisohe und kllnlsob Untersuchungan 
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erb&rtet warden k unto. 

Pbaraakol giaoh und klinlsch xelgt slcb, daB erf indungs- 
gem&Z baratellbare Mlschungen zur Bebandlmtg Tersohledenater 
Krankheitea von SKugetleren Terwendet we r den ktfnnen. Bei Ter- 
wendung dieser Mlscbungen ktinnen die Krankbel teeyaptoae tell— 
weise Oder vollstttndig boaeitigt warden. Die Anwendbarke it 
dieser Mlschungen 1st keinesfalls auf lrgendeine Art Ton SMuge- 
ti ran besohrMnkt. 

Bol intranuskulfirer Verabreiohung Ton O t 2 ag dar ai>- 
f indungsgea&fi herstellbaren Mlschungen ktfnaen bei Tersohiedensten 
Sttugetieren akute Entztindungen, insbesondera der Harnwege and 
Gelenke, unterdrllokt verden, Solebe Mischtmgen besltzen aueh 
ein breltee Virkungaspektrum gegen Vlren. ttberraaohenderweise 
wirken solche Mlsohungen bereits in Dosen Ton 0 9 00& ag/kg bei 

hronisohen Erkrankungen Uber aehrsre Wooben naohdea 
das Allgeaeinbef inden dea Patienten aun&ehet noroalislert word a. 
Erf indimgegem&B hers tell bare Mlschungen kttnnen an oh bei Behand- 
lung Ton Allergien, beispielaweiae Ton Reaktlonen naoh Yerab- 
raichung Ton Penicillin, Ton Multiple wheals 9 Ton Yerhilrtimgen, 
Erytheaen, End en en und Juckreiz, verwendet warden* Erf lndunga— 
ges&B herstellbare Mlschungen erwoisen slob bei der Bebandlung 
Ton chraxiischen und bar tnacliigen Bakterieninf ektionen, bei— 
aplelsweise bei der Bebandlung Ton Inf ektlonen dar 6enltallen, 
dar Harnwege und der Ataungsorgane durob Staphyloooecen, Strepto— 
coc en v Enterococoan und Collbazillen, ala beaondera wlrksaa* 

ErflndungsgenSB berotellbare Misobungen, we lobe durob an 
slob bekanntes Gefrlertro knen ein r Lasting d a Prat ina fem 9 
dea Pr t In-Metall-Chelats und in a atabillal r nd wlrkenden 
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Saocbarid. berg .t lit word n aind, kttnnen «ur H ratellui* 
von injekti napraparaten v rwcnd t ward n. Hi b i konnen 
Losungen d a Pr toina und dca Sac barids allein ab r au h 
BaKterioatatika, Bakterizide, apozifisoh virkende Steroida, wie 
-progeaintionale, ttatrogene. androgen* und ant iinfl abator i.ohe 
Steroide, Verdiok-unganittel , Konservierungan.it tel und phar»a- 
.enti.ob vertraglicbe Farbstoffe zu.atzlioh enthaltende Lo.un- 
gen vervondot warden. In aolcben Liisungen konnen auch Seize, 
beiapielsweise Natriuachlorid, in einor Menge vorliegen, die 
die erhaltene Ltfaung iaoton aacbt. 

Das Protein-Saacharid-Ca.i.oh kann aucb zu aterilen 
Lo.ungcn, Su.penaionen u.w. verarbeitet warden, die ohne wit r 
Manipuiationen direkt injiziert werden konnen. 

Die erfindungageaKB her.tellbaren troekenen Go.i.obe eind 
1. Gegoaatz zu. reinen Protein, welcbee bei Hau.te»per tur 
bereita innerhalb einlg.r Tage .tark zer.tort wird, ttber Yiel 
Wooben bei Rau-f.per.tur ohne irgendweloben naohveiebaren Abba, 
•tabil. Auch die Stability wttaaeriger Losungen erfindung.- 
genaQ ber.tellbarer Hi.ohungen bei Rau.t-per.tar betragt 
.ebrere T.ga odar Voahe.. wogegen Loaungen dea Protein, 
allein in.erh.lb Mlflar Stu.de. unbrauobbar warden. Beiapiale- 
wei.e i.t el.. ••• Protei.. und S«ero.e bei Rau.te^eraH r 

und bei 37°C »e-r 1m •tnmn Nnat ohme -Bbare V.rMnder«.f 
lagerfahig. Seln.* Duleit und Halto.e, welobe da. Protein 
wahrend dea Oafriertractaen. in geringere. MaB gegen Abbau 
a bUtz n al. Su r a , ~ b n Weungan dea Protein. zu.i.de.t 
fUr ina woob b i Rao-tea* ratur .t bll; in 1 at.tellbar r 
Abb u b ginnt hi b i rat na b ainer V cba. 
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. In 

Das/Goal sob ait Boor m d«r oio ■ anderen Sacoharld 
der angegebenen Art vorliegende Protein 1st bei Rauntenperatur 
sowoit stabil, daO das Protein auoh topi sob and oral varab- 
reioht werden kann. Dies© Terabrelohungswege Bind lonst fiir 

bei Rauatenperatur nlobt lagerfBhlge Pharnaeeutika nlobt gangbar. 
Das In or! indungs genii Oer ¥else stabllisier to Protein 1st gegen- 
ttber einem Abbau duroh proteolytisebe Enzyme benerkensvert 
real stent, vodurob die orale Verabrelebung desselben ernttgllobt 
vird. 

Es 1st son it mdgllofa aus elnea in erXlndungs^genllOer Vols 
bergos tell ten Geo 1 sob von Protein und Seocbarld fttr orale oder 
topi ache Verabrelobtmg geelgnete Prttparate in Ublioher Velsa 
miter Zuhilfenahme von Tr&gern und/oder Exzlpientia berzustelleuo 
Beispiclo ftir topieoh anwendbare Prttparate sind Salben, Lotlonen, 
Crests, Sprays , Puder, Tropfen (beiapieleveiae ftir Ohron und 
Augeu), Suppoaitorien (beiapielavelse fUr die Bebandluig Ton 
rectal en Ent*(induagen) und Aerosol e* Salben und Cr ernes kOxmen 
auf Grundlage von Yasser oder 01 en hergestellt werden* wobei 
geelgnete Verdiokungsaittel und/oder Gelieraittel verwendet 
werden kttnnen. Brauchbare Salbengrundlagon kKnnen Vasaer und/oder 

In 6l, beisplelsweiae Paraffinttl oder ein pi lanz lichee Ol ent- 
halten. Je naeh Salbengrundlage kttnnen als Verdiokungscilttel 
Weiehparaf f in, AluBiniunstearat, Ketostearylalkohol, Poly- 
gthylenglykole, Vollfett, bydriertes Wollfett, Blenenvachs 
Oodgle verwendet warden* 

Lotionen ktfnnen auf Grundlag v n Vaeaer der tflen b rge- 
at lit w rden und en thai t n in d r Reg 1 zusind st ein 
Stabilisierungsmlttela Emulglernlttel , Dispergi rnittel, 
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Snspensionsnilfenittel, V rdl kungsnltt 1 and/ d r Park t tt 9 

Duftstoffe u.dgl. 

Puder kannen unter Verwendung geelgneter Pudergrundlagen, 
beispielswelse Talkua, Lactose, Starke ud.dgl. hergestellt 
warden. Tropin ktfnen unter Verwendung elner wHsserlgen oder 
nicht-wasserigen Grundlage hergestellt we r den, die eb onfalls 
zualndest eln Dlspergiernlttel, Suepeneionshilfsaittel, 
und/oder Ltteungeve rait tier u.dgl.. entblllt. 

Solobe pbaraazeitisohe Praparate kttnnen auoh eln Oder 
■ebrere Kbnservlerungsalttel Oder Bakterioatatika, beispiels- 
welse Methylbydroxybensoat, Propylbydroybensoat, Cblorkreaol, 
Bensalkoniunehlorlde u.dgl. entbalten. Zus&tslioh kbraen welt ere 
Vlrkstoffe, beisplelaweise antlaikrobiell wlrkende Stotxe, 
Insbeeondere Antibiotlka und/oder antllnflaaaatorlseb wlrkende 
Steroids, elngearbeitet we r den. 

Die Menge dee in erfindungsgeatUJ heratellbaren Mlaobtmgen 
ntbaltenen Proteins hangt von der Art der taerauatellenden 
Prttparate ab, betrttgt jedooh In der Regel 0,001 ble 5 0ew.-£« 
Vorteilhafter 1st es jedocb solobe Mi • ©bung en alt elnen Cobalt 
von O,001 bis 0,5 insbeeondere 0,01 bis 0,25 %• «» Protein 
herzuatellen. 

Belspiele fttr solobe oral ▼erabreicbbare Prttparato sind 
Ubliobe fltisslge Praparate, beispielswelse LB sung en und Sus- 
pensioaen, and teste Praparate, beispielswelse Tabletten, Pillen, 
.Kapseln und uahtlllte Mikrokugeln. Vorsugsweiee werden be- 
a hioht te Table tten berg st lit, w 1 b erst is ▼ rdauungs- 
trakt, insb a nd r rst in Dtinndara, serf al en. Bel d r Her- 
•tellung sol b r Tablett n ktfnnen ttbli be Stoff ,fttr di Be- 
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• hlohtung (trat Itfsllob la Terdaanngetrakt) and Fttlleteffe, 
b isplelswelee Yeizenstttrke, Lactose, falkaa, FflaaieafWil 
a.dgl*, verwendet warden* 

la folgenden wlrd ann&ebet die Hereto Hung dea Protein* 
-Metall-Cbelats besobrleben* la Rabaen dieser Hers t el lung 
wird,soferne keine anderen Teaperaturengaben geaaobt slnd, 
in inem kalten Raua (2 bis 5°C) gearbeltet. 

Frlsohe Rlnderleber warde naob dea Mablen in elnan 
Kunststof fbebXlter eingebraobt and dort unter Bitbiai alt 2 1 
kalten deetilllertea Yasser pro kg Leber vereetst. Der pB-Vert 
d r Misebung wurde anscblle&end ait 0,in WaOH auf 7#5 bi* 7»6 
eingestellt, wo r auf so rial 2n MnSO^-LBeung sugeeetst warde, 
daO die Molaritttt der Gealaebes 0,05 betrag. Sodann warde der 
pH-Vert des Gealscbea erneot auf 7 f 6 eingeatallt and dar Ltfeang 
soTlel kaltea Frlschwasser sugeeetst, daB pro kg Leber 31 
Yasser rorlagen. SoblieBllch warden pro kg Leber 50 al Toluol 
sag geb en, wo ran t das Goal sob In elnea kalten Rana Uber Kaebt 
g rifbrt warde, 

Aa folgenden Morgen war do die erbaltene Sa opens ion 
dur b ein Kunststof feleb gegoeeea, wo r auf dae Flltrat unter 
gelindea Rifbren alteinea dea Tolaaen dea Filtrate fleloben 
V luaen an kaltea Aoeton (-10°C) Terse tst varde 9 wobel daa 
Ao ton der Misehang ttber ein eicb bis unter die OberflVefee der 
Mis hung erstreokendes ttlaarohr sugeftthrt war do. Der alek blebel 
bildend Vied reohlag ward s t rt abzentrlfttgl rt and unalttel- 
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bar anscblieO nd ait tva 25 V 1-* 0,05» Mai at-Mn**-Puff r 
verse tzt, vob i di v rw nd t M ng Puffer, bes g n auf 
das Vo lumen des Filtrate vor der Zugabe des Ao tons rr bn t 
wurde. Die Mischung wurde nun In einen kalten Rana aebrere 
Stunden gertitart, dann ttber ein Kunststof fsieb filtriert und 
durch Zentrifugleren geklttrt. 

Die erhaltene klare FlUsslgkelt vurde unter Riihren in 
oineo Kcssel aus rostfreiea Stahl auf 60°C erhitzt and, 
gerechnet von Beginn dee Erhitzens, 20 Minuten auf 60°C gebalten. 
Anschliefiend wurde die Mischung ao rascb als attgllch auf 5°C 
gekiihlt, worauf der ent stand en e voluaintfse Niederscblag snt- 
weder abzentrlfuglert oder durch langsanes Fil trier en Uber 
eine grofle Filterfltfche abfiltriert wurde, worauf die so er- 
haltene &lare LSsung auf eine Teaperatur ron 2 bis 5°C gebraoht 
und mit 0,9 Vol. -tin, denaturierten Athanols (auf -10°C gekliblt) 
rascb veraetzt wurde, das aus einen Vriohter Uber ein sieb bis 
unter die OberflMche des Goal aches erstreckendes Olasrobr zugefiihrt 
wurde. 

Nachdea die gesaate Menge des Alkohols zugesetzt word en 

war, vurde die Mischung in oinem kaltcn Haunt stehen gelassen 

bis oich der entstandene Niederscblag eben zusanaengeballt und 

nbgesotzt hatto, worauf der Niederschlhg abzentrlfuglert Oder 

unter goringem Unterdruck abfiltriert und la unaittelbaren 

AnscbluO daran in kaltea 0,001 o Haleat-Mn ++ -Puf fer Ton pH 7,0 

nuf£e?i5et uurde. Der Puffer wurde hlebei in elner Menge von 

h Vol. -tin. pro Gew.-tl. Niederscblag verw nd t. Die rbaltene 

Losung wurde durch Zentrifugi ran geklttrt, worauf naob dea Ab- 

trennon der klaren Fliissigkelt der Hi dM*achlag ern ut ait 
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gerlngen M ngen an kalt r Puff rltfsung xtrabl rt wurd and 
die erh ltenen Lttsung n rneut zentrifugi rt wurd n. Dl r- 
baltenen klaren LSsungen vurden nltelnander rereinigt und unnltt 1* 
bar gefriergetrocknet, da es nlobt erforderllob war vor den 

Gefriertrocknen die Puf f ersubstanz dureh Dialyse zu entf**rnen. 
Die so erhaltene pulverige Substanz 1st bei Rauntenperatur fiber 
■ebrere Nonate stabil, wird aber dennooh vorzugsweise in elnea 
kalten Raun verwahrt. Die erbaltene Substanz stall t ein Genisoh 
dee erwtinsohten Proteins 9 von Arglnase und anderen 
Enzynen und Albumin und anderen bedatyngslosen Proteinen dar. 

Die so erbaltene Substanz wurde in etwa der zwttlffaohen 
V lunsnenge kalten 0,2 m Trls-0,001 m-Mg ++ -Puf far Ton pH 7,8 
g lBst, worauf die Ltfsung ait einer kalten gesttttigten Aomon- 
sulfatltfsung, welche an Mg ++ 0,001 nolar war, bebandelt wurde. 
Die AnzDonsulfatlttsung wurde nit Antellen zu je 375 ul pro 
1000 nl Puf ferlttsung verwendet, so daO die Konzent ration der 
erbaltenen Lttsung gn Amaonsulfat 15, 30, 45, 60 bzw. 75 
b trugo Die Ammonsulf atlttsung wurde stets unter RUhren und 
tropfenwelse bei 0 bis 5°C zugesetzt, wobel naob jeder Zugabe 
v n Annonsulfat 30 Mlnuten geriihrt und der entstandene Nieder- 
scblag bdurch Zentrifugleren nit 4500 U/ain wMhrend 30 Mlnuten 
bei 0°C abgetrennt wurde. 

Der zuerst erhaltene Nledersohlag A, welcher hoobnolekulare 
unerwiinscbte Proteine enthielt, wurde verworfen. Die in Zuge 
der zweiten und Written Fa Hung erbaltenen Niedersohlltg* B und C 
vurden mitelnander verelnigt; dlese Niedersehlttge en thai ten 
Arginase und and re Enzyme und ktfnn n zw ks Isoll rung dl ser 
Enzyme aufgearbeit t w rden. Die in Zuge der Tier ten und fUnften 
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Fa Hung erbaltenen Niederschlag D and E wurd n eb nfalls ait- 
einander vereinigt; dieae Nlederseblage en thai t n das gewUnscbte 
Protein und als Veronr lnlgungen Albania und versobleden and rt 
Proteine bttberen Oder auch niedrlgeren Molekulargewicbts. Die na b 
der letzten Fallung als Rildk stand anfallende klare Flueeigkeit 
an thai t niedrlgaolekulare Proteine und eonetige Verunrelnlgangen 

and wurde verworfen 0 . " 

■it 

Die Niederecblage D und B wurd*n niJglichat genau/einer 
Konzentrattm von iOg/iOO al in 0,03 a-Tria-0,001 a-Mg ++ - Puffer ( 
von PpD 7,8 gelost , worauf die Ltfsung gegen kalte Pufferltfsung 
dlalyslert wurde bis die Reaktion auf Sulfation negativ war. 
Die dialysierte Ltfsung wurde dureb Zentri fugbren geklart and 
die erhaltene klare Ltfeung wurde liber ein feinporiges Filter 
(Hillipore-Filter) filtriert, wo r auf dae erbaltene Filtrat dir kt 
auf den Kopf einer nit Sephadex 0-100 (alt Epiohlorbydrin quer- 
rernetztes Dextran-Harz, Pbaraaoia, Sobweden) gef tlllten 
Chroaatographiersaule (76 bo at 458 an) aufgegeben wurde. Das 
verwendste Dex^ranbarz wurde naob den Angaben dee Here tellers 
angequollen und gewasoben. Die gefUllte Kolonne wurde alt * 
0,03 a-Tris-0,001 n-Mg* + -Puffer von pH 7,8 Ini Gleiehgewloht 
gebracbt, und die DurcbfluBgesobwindigkelt duroh die Kolonne 
wurde auf etwa 20 al/b eingestellt. 

ffachdea die Probe auf die Kolonne auf gebracbt word en war* 
wurde sie innerbalb der ere ten drel Zentriseter der Kunatbarz- 
fUllung der Kolonne vahrend 30 bis %5 Minutsn ins Slelobgewiobt 
g bracht, w rauf ait dea Fraktlonieren begonnen wurde. Beta 
Fraktioni r n wurd n Elnz lfraktl n n zu j 10 al aufgefangen. 
Di Einz lfrakti n n wurd n aba rpti nesp ktropho tone trie h alt 
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No b bevor das rwiins ht Protein entbaltend Fraktl nen 
aufgefangen wurde, wurden swel Absorptlonaaaxlna seigende 
Fraktlonen erbalten, die Albunin und sonstlge imerwttnaohte 
Proteiue nit dea Molekulargewloht des Albanian Terglelobbarea 
od r htfberen Molekulargewloht entblelten. Sol one Aha o rp t ions - 
naxlna aeigende Fraktlonen warden verworfen. Dm enrttxtecbte 
Protein 1st In der Regel In den Praktionen 13 »la 17 dee 
Eluate entbalten, und dleee Fraktlonen warden sweeke 
V iterverarbezung aitelnander verelnlgt. Bela welteren 
Eluleren der Kolonne, lnsbesondere bela Blaieren nit Pnffer 
htfherer Konzentratlon, warden niedrignolekulare Protelne ent- 
baltende Fraktlonen aufgefangen, Dleee niedrlgnolekularen 
Pr telne wurden aus der Kolonne entfernt na dleae zweeks Auf- 
arbeltung einer welteren Charge sa reinlgen. 

Die das gewtineobte Protein en thai tendon Fraktlonen warden 

gegen 0,001 ag Mg ++ -Lttsung, welehe unter Vei w e i id im g Ton entionl- 

el rten Yasser bergestellt worden war, dlalyslert his ale an 

Trie-Puffer wenlger als 10 solar •lnd.AnaohlleBend ward* 

g gen an o-Pbenanthrolln Oder Xthylendianlntetraeneigsllare- 

salzen lxlO~ 5 bis 5x10*"' nolaren entionleerten Waasera 

dialys lert bis die Konsent-ratlon dee Dialysata an Mg** ge ringer 

w r ale 10~" ■. Falls eln Protein-Motall-Cbelat bergestellt 

werden sollte, dessen Torwlegend ▼orhandenee M a t a l l eln 

anderee, beleplelsweise Zn, Ca, Cn odor Fe, war als Magneslan, 

wurde aebrere Tage bei h°C welter dlalyslert and oodann das 

Pr t In twa eln a Tag alt lner Ltfsang eln a Mali h*a Sal see 

(der n M larltKt eine sib war, daO das Pro tain la LB sang 

▼erblleb) in BerUhrung g bra bt v wo ran f ttberecfctteaiges Metal 11 on 
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Ml 

In der b n ang geb nen Veis ntfernt wurd . Die erbalten 

Lttsung wurd dur h Zentrlfugi r n g klfirt. 

Auf diese VTeise konnten aus75 kg friscber Rlnderleber 

(22,5 kg Trockengevictat) etwa 200 g (i %) eines das 

Protein-Mn + *-Cbelat entbaltenden Zwlsebenproduktes erbalten 

warden, wobel aus den. aus den Protein-Mn ++ -Chelat arbaltanen 

daa 

Praktionen D und E 12,5 bis 17,5 g (0,06 bia 0,08 %) elnes/er- 

* 

wtinschten Protein in Form des Mg— Cbelats entbaltenden Produkt s 
erbalten wurden* Belts Cbromatograpbieren dieser Fraktionen D 
and E auf einer ait Sepbadex-G 100 gefUllten Kolonne wurden 
2,4 bis 2,9 g des erwiinschten Proteins (Mg-Ctaelat) erbalten, 
was, bezogen auf das Trookengewicht der eingesetzten Leber 
einer A:*sbeute wn 0,011 bis 0,014 entspricbt. 
A» Stabil ialeren wKhrend des Gef rlertrocknens« 

15 Gew.-tle des in der oblgen Veise Isollerten Proteins 
und 30 Gew.-tle eines Zuokers der bereits angegebenen Art 
wurden taltelnander Teralsobt, wo r auf die Mlsobung in 30 Gew.-Tln. 
entaineralislerten Yasser geltfst wurde, dessen pH-Wert nlttels 
gasfttraigen Anaonlaks auf 9»4 gebraobt warden war. Die erbalten 
Ltfsung wurde sodann ait geringea Saugdruck fiber ein angefeucbt - 
tea feinprorlgea Filter filtrlert, dessen Poren eine Grtffle Ton 
0,45ya besaBen. Das Vo lumen des Hiltrats wurde bestiaat und 
die Gewicbtsaenge des la Filtrat entbaltanen Proteins wurde 
wie folgt errechnets 

2 ml des Filtrate wurden nit 5ml Biuret-Reagens ▼eralaeht, 
worauf die Miechmg 15 Minuten auf 37°C gebalten wurde und an- 
schll B nd die Aba rptlon d s Genlsebes b 1 555/ua g gen Vaas r 
d r ein Puff rltfsung als Vergleicbsltfsung b stlaat wurde. Di 
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Konzentraticn in Bg/ml wurd durob Haltlpllkation d a fUr dlo 
Absorption 555 /uo eihaltenen Wertes nit dem Faktor 9,1 er- 
fialten. Bieaer Uarechnungs faktor wurde graph is oh ersittelt 
imw« aus einer Kurve, welche sich aus den unten angegebenen 
Wertcn or gab t wcjdie Protelnkonzentration bekannt war D 

Protein ag/*l* Absorption 

A 555 



3,7 0 9 k07 

if8 O t 197 

O t 9 O t l00 

O f 45 0,050 

0,22 O v 024 

0 0 

*Trockeng6*richt (oa 10 % weniger als tm feuohten Zustand) 

Die Probe wurde sodann eingefroren and anschlieOend ge~ 
Irlergetrocknet. Das gefrlergetrooknete Material wurde sodann 
In ontaineralislorteni W&sser, dees en pH-Wert alt Annoniak anf 
9#4 gebracht worden war, aufgenonmen, wobei elne Ltteung etva 
der ursprttnglieben Konzentration hergestellt worde. Die erbal- 
tone Ltfsung wurde auf elne allenfalls vorbandene grttbtmg geprtlft 
und dann ttber ©in angef euchtetee feinporiges Filter alt elner 
PorengrtfBe von 0,45 flltrlert 0 AnscblleBend wurde die 

Absorption bei 280 na beetlant und der Wert Agg^ag eraittelt* 
Der Proteinv rlust wurd aus d r Different zwls hen der 
aus den Prot ingewiobt und d m V lumen d r LOsung v r d ■ 
Gefrl rtr cknen erroahnet n Pr teink nz ntratlon und d r aus 
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dea Pr teing wi ht und d a Volvm n d r Ltfaung na h dea flafriar- 

tr okn n erre hn ten Pr t inkonzentr ti n mitt It. Der pro- 
zentuelle Verlust wurde out die vor dea C fri rtr an n r r- 
fcandeno Menge an Protein bezogen* Auoh bei ap&teren Chargen 
wurde in der gleichen Weiae yorgegangen. 

In den Tabellen II und itfiat nun die Virkeankelt Ter- 
schiedener Polyhydroxyrerhindungen ale' Stabilieatorep in der 
oben angegebenen Veise erreohnet uorden. Hiebei iat der Protein- 
verlust nacb einaaligea und auch nach viernaligem Gefriertrockn a 
angegeben. Die in der Tabelle II angegebenen Saooharide ervelaen 
sicb als ausgezeiobnete Stabillaatoren, welche den Protcinverluat 
auch nach viernaligem Gefrlertrocknen auf etva 15 % Oder wen i gar 
b©Bchr«nlan, wogegen nlcht-stabilisiertei Protein elnen Protein- 
vorlust von 6l bis 80 % ergibt. Die aua so stabilisiertea Protein 
erhalteneaLttsungen sind kristallklar , wobei lediglloh cC-Methyl- 
-D-Glucosid eine Ausnahae blldet. Die in dor Tabelle III ange- 
gebenen Saccharide erhBhen die Stobilitat dea Proteina in gerin- 
gerea Mafle, vobei aus dea Protein-Saocharid-Geniscb hergestellte 
LSaungen in Vaoser Oder aua dieaea Geniscb hergeatellta isoton 
LBaungen in der Hegel trttb aind. Aua dieaea Grunde aind dia in 
der Tabelle III angegebenen Saooharide voo wlrtsehaftllohen 
Standpunkt trotz dea Daatandea wenlger interee?ant, dafi aia einen 
Proteinverlust ia wesentllohen in gerlngen Orenzen halten. 
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B« Lagerbestttndlgkeit im fasten Zustand. 

25 «g frisoh hergestdl tea Protein-Metal l~Qbelat and 50 mg 
Sucroce, Fructose Oder Galactose wurden in 50 ml entalnerallsler- 
tern Wasser gelOst, dessen pH-Vert nit Aanonlainrasser auf etva 
9 cingestellt word en war, worauf die erbaltenen Ltfsungen filtriert 
und gefriergetrooknet wurden. Die gefrlergetrookneten Prodnkta 
wurden ebeneo wie eine Probe de« als Auagangastoff rerwendeten 
Proteln-Metall-Cbelata bei Rauntenperatur unter Luf tzutrltt rar- 
wahrt . Die Lagerf&nigkeit der Mlachungen bei Baunteaperatur 1st 
in Tabelle IV angegeben, In veloher Terschledenen Lageronga— 
zeltrauaen ▼erschiedene Absorptionsverte AggQ Ton Ltfsnngen sag*— 
ordnet aind, die an Ltisungen ron eine bestiraate Zeit gelagerten 
fasten Proben emittelt wurden. 



Tabelle IV 

Stabilit&t f eater Mlaohungen bel Rauatemperatur 



Stabilieatoren 




A 555 (korr.) 



Suorase 



zn Beginn 

1 Wo one 



0.637 
0,595 
0,633 
0,637 
0,602 



0,052 
0,041 
0,041 
0,040 
0,047 



1 Monat 



2 Monat e 



4 Monate 



2. Fruc toae 



zu Beginn 



0,631 

0,589* 

0,768 

0,666 

0,758 



0,050 
0,048 , 
0,037 
6,046 

0,055 



1 Voobe 

1 Monat 

2 Monat 
4 M nat 



- 48 



209821/ 



0960 



BNSDOCID: <DE 1792196A1 J_> 



I I 3D 



MS 



Forts tzung der Tabells IT 
Stebiliaatoren A 2Q(y /ag A^^Ckorr. ) 

3. (inl&atose 



isu Eejinn 0,630 0,051 

1 V.'oche 0,615 0,044 

1 Monat 0,649 0,041 

2 Mcnate 0,689 0,042* 
4 Monate 0,673 0,055 

*Zeitweillg wurden naoh etva ein- ble zvelvttchiger Lagerung* 
geringfttglg niedrlgere Yerte beobaobtet. Alia Proben losten 
alob naob der Lagerung zu klaren Lttsungen, die kelnen Wieder- 
sohlag enthlelten. 

Die angegebenen Zablenverte legen dar, dafl an oh naob Tier— 
■onatigor Lagerung elnea gefriergetrockneten Gealsebee ana Prot In 
and Sneclmrld kein nennenswerter Abbau dea Protein* elntrltt. 
Unter dea gleloben Bedlngangen trltt bel Lagerung dea relnen 
Proteins innerbalb elnea Monate eln 50 £iger Verlust auf. 

Zweclcs Bestlnnung der Stabllit&t dea Pro tain-Metal 1-Chelat a 
bel 37°C wurden 50 ag dieses Cbelats in 100 nl einer vMaserlgen 
Lifsung gslttst, die 1 ng Suorose/sl entbielt. Der pH-Vert dea rer- 
vendeten Wasters vurde ait Amsoniakvasser auf 9»4 elngestellt. 
Die erhaltcne Losung vurde ttber eln feinporiges Filter ron 
0,45 Porenweite xlltrlert. Aus einer Probe der erhaltenen 
Losung vurde A 2g0 und die Proteinkonzentratlon bestlnnt. Dar Rest 
dar erhaltenen Losung vurde Innerbalb sines Zeitrauaes Ton Tier 
Tag n gafrlergetrockn t, v rauf das gefrlergetr kn t Pr dukt 
b 1 37°C gelagert vurd . In d r f lgenden Tabell V sind na h 
v retch led n n Lag rungs ze It n erbalt n Analys nwerte angeg b n. 
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SO 



Yabelle V 
LagerbeatHndigfcelt bel 37°C 

Stabilisatoren A 2BO /mg A^Ckorr.) 



Attaaehen der 

hergeatellten 

Ltfaong 



Saoroee 

so Baglnn 

1 Woobe 

2 Wochen 

1 Monat 

2 Monat e 



0,519* 
0,%846 
0,5216 
0 V 5081 
0,532* 



0,038 
0,041 
0,039 
0,039 
0,039 



klar 



Ana den In dar Take lie angegebenen Yerten erglbt aioh, 

daB das Protein aoch bel aireiaonatiger Lagerung bel 37°C 

kelnen nennenaverten Abbaa erleidet. Saa ralne Protein erleidet 

bel Lagerung unter den gleioben Bedingangen elnen 50 %lgen 

Abban innerbalb von 11 Tagen. 
C.LagerfMbigkelt Ton L&snagen 

25 "f Protein-Metall-Chelat and 50 ag Saoroee, Maltoae 

odar Dulolt warden in der oben angegebenen Yelse in 50 il 

entalneralislertea Vaaaar gelBat, voranf die Ldeungen bel Bat 

teaperatar vereobleden lange ge lager t and naob Ablaaf dar 

Lageraelt der Protelnrerloat bestiut vnrda. Die ernaltenen 

Ergebnlaae elnd In Tabella TI zuaanengelaBt. 
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Tab 11 VI 

srj'y}\l^\ : *vh w;m?n{£'?.« vnx Rauajtenperatur 

Stabilisatoren A 280 /IBg A_ 55 (korr.) Ausseben der 

Ltfsung 



1 . Sucrose 
zu Beginn 
1 Voohe 

3 Vochen 
5 Wo ohen 

2. Dulolt 

zu Begins 
1 Wo die 
3 Wo oh en 
5 ""ochen 

3. Mai toe e 
zu Beg inn 
1 Voohe 

3 Wochen 



0,562 
0,640 
0,626 
0,702 



0,618 

0,637 
0,696 
0,660 

0,603 
0,725 
0,759 



0,055 
0,052 

0,045 
0,051 



0,052 
0,054 
O p 049 
0,055 



0,065 
0,061 

0,063 



klar 



•ear sebvaob 
getrflbt 

klar 
11 

* 

n 

klar 

* 

n 



wahrschelnllch vegen bakterleller Verunrelrlgung 

Die in der Tabelle angegebenen Werto zelgen t daB bel 
Luge rung vSaserlger LBscngen von rrotein und Sucrose elneraelts 
bzw. Protein und Dulolt andcrorseita bel Bauatenperatur das 
Protein innerbalb drel Voohen oder nehr kana abgebant wlrd* 
LBsungen »on Miscbungen aus Protein und Maltose lassen einen 
gewlsaen Abbau des Proteins erkennen. Eine Lasting des Proteins 
allein gibt einen b far ala 70 £ig n Verlust inn rhalb 36 Stunden. 



Pa tent an ij rtlohe t 
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PatentansprUche : 

1. Isoliertes wasserlttsllobes niobt-antigenetlsehes Protein 
void Globulintyp gem&O Stoanpatent Nr. . ♦£4naeldung B 89232 IVa/30tl* 
im atabilieierten Zustand, dadurcb gekennzeiormet $ daO dieses 
Protein ale Gemlsob lait einer stabillslerend virkenden Menge 
eines Saccb&rlds, u,?w i (a) Ton Sucrose, (b) diner Pentose^ Hexes 

der Ueptose mil einer Hydroxygruppe a» olner freien Carbonyl- 
gruppe einer i£eto- odor Aldobydgruppe benachbarten Koh 1 ens toff ~ 
atom, vrobei die raunliche Stellung der Hydroxygruppe entgegen* 
gesetzt 1st zu jener von zwei an den be i den benaohbarten Kotalen- 
eioffatoznen beflndlichen Hydroxygruppen, (o) eines Nioder— Alkyl- 
-Aoetals einer Pentooe, Hexaee Oder Ifeptose, (d) von Glucose, 
und (e) von Mannose, vorliect. 

2. Stablllsiertes Protein nach Anspruoh 1 9 daduroh gekenn— 
z ichnet, da& das Gewlcbtsverbttltnis von Saooharid zu Protein 
zualndest 2 ; 1 betrttgt. 

3# Stablllsiertes Protein nach Ansprucb 1 Oder 2 f dadurcb 
gekennzei chnet f daO oo einen trockenen Peats toff darotellt, 
welcher im wesentlicbon frei iet von denaturierten Protein. 

h. Stabillsiertes Protein naob Ansprucb l v 2 oder 3 f 
dadurcb gektmnzeiohnet , daD es in Form eines, beispielsveise 
in einer Pblole oder in einer Aropullo, storil eingesohlossexxen 
bi legiacben Priiparatas vorliegt, welches iin ves»ntllohen frei 
1st von denaturlertem Pr t in und fUr In j ekt ionszvecke geelgnet 
1st* 
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5» Stabilisl rtes Prot in naob Ansprn h 4, daduroh 
gekennzeiehnet, dafl es ia Prttparat In Fora eines troekenen 
FestkSrpors vorliogt, 

6* Verfahren zur Herstellung eines Proteins geaBfl einea 

der Ancpriicho 1 bis 5, dadurch gekennzeiehnet , daO aln Gem lech 

des Proteins ait einer stabillsierend virkenden Menge eines 

Saooharids, u«zv* (a) von Sucrose, (b) einer Pentose,. Hexose 

Oder Heptooe ait einer Hydroxygruppe aa einer freien Carbonyl— 

gruppe einer Keto- oder Aldebydgruppe benaohbarten Kohlenstof fat a 9 

wobei die raualiche Stellung der Hydroxygruppe entgegengesetst 

ist zii jenor von zwei an den beiden benachbarten Kohl ens toff- 

atoaen befindllchen Hydroxygruppen, (c) eines Nieder-Alkyl- 

-Acetals ainer Pentose, Hexose oder Heptose, (d) von Glucose und 
von 

(e)/Mannose 9 berge3tellt wlrd. 

7* Yerfahren nach Anspruch 6 9 dadurch gelcennzoichnet, dafl 
elne wasserlge Lilsung des Geaisebes gefriergetrooknet wlrd* 

So Verfahren nach Anspruch 7 t daduroh gekennzelchnet, dafl 
elne in wesent lichen von denaturlertea Protein freie vSsserlgs 
liOsung gefriergetrooknet vird. 
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